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Résumé : 
L’élimination des cellules infectées par apoptose constitue un mécanisme de 
défense antivirale. Les virus de l’herpès simplex (HSV) de type 1 et 2 encodent des facteurs 
qui inhibent l’apoptose induite par la réponse antivirale. La sous-unité R1 de la 
ribonucléotide réductase d’HSV-2 (ICP10) possède une fonction anti-apoptotique qui 
protège les cellules épithéliales de l’apoptose induite par les récepteurs de mort en agissant 
en amont ou au niveau de l’activation de la procaspase-8. Puisqu’une infection avec un 
mutant HSV-1 déficient pour la R1 diminue la résistance des cellules infectées vis à vis du 
TNFα, il a été suggéré que la R1 d’HSV-1 (ICP6) pourrait posséder une fonction anti-
apoptotique. Le but principal de cette thèse est d’étudier le mécanisme et le potentiel de la 
fonction anti-apoptotique de la R1 d’HSV-1 et de la R1 d'HSV-2.  
Dans une première étude, nous avons investigué le mécanisme de la fonction anti-
apoptotique de la R1 d’HSV en utilisant le TNFα et le FasL, deux inducteurs des récepteurs 
de mort impliqués dans la réponse immune anti-HSV. Cette étude a permis d’obtenir trois 
principaux résultats concernant la fonction anti-apoptotique de la R1 d’HSV. 
Premièrement, la R1 d’HSV-1 inhibe l’apoptose induite par le TNFα et par le FasL aussi 
efficacement que la R1 d’HSV-2. Deuxièmement, la R1 d’HSV-1 est essentielle à 
l’inhibition de l’apoptose induite par le FasL. Troisièmement, la R1 d’HSV interagit 
constitutivement avec la procaspase-8 d’une manière qui inhibe la dimérisation et donc 
l’activation de la caspase-8. Ces résultats suggèrent qu’en plus d’inhiber l’apoptose induite 
par les récepteurs de mort la R1 d’HSV peut prévenir l’activation de la caspase-8 induite 
par d’autres stimuli pro-apoptotiques. Les ARN double-brins (ARNdb) constituant un 
intermédiaire de la transcription du génome des HSV et activant l’apoptose par une voie 
dépendante de la caspase-8, nous avons testé dans une seconde étude l’impact de la R1 
d’HSV sur l’apoptose induite par l’acide polyriboinosinique : polyribocytidylique 
(poly(I:C)), un analogue synthétique des ARNdb. Ces travaux ont montré qu’une infection 
avec les HSV protège les cellules épithéliales de l’apoptose induite par le poly(I:C). La R1 
d’HSV-1 joue un rôle majeur dans l’inhibition de l’activation de la caspase-8 induite par le 
poly(I:C). La R1 d’HSV interagit non seulement avec la procaspase-8 mais aussi avec RIP1 
(receptor interacting protein 1). En interagissant avec  RIP1, la R1 d’HSV-2 inhibe 
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l’interaction entre RIP1 et TRIF (Toll/interleukine-1 receptor-domain-containing adapter-
inducing interferon β), l’adaptateur du Toll-like receptor 3 qui est un détecteur d’ARNdb , 
laquelle est essentielle pour signaler l’apoptose induite par le poly(I:C) extracellulaire et la 
surexpression de TRIF. 
Ces travaux démontrent la capacité de la R1 d’HSV à inhiber l’apoptose induite par 
divers stimuli et ils ont permis de déterminer le mécanisme de l’activité anti-apoptotique de 
la R1 d’HSV. Très tôt durant l’infection, cFLIP, un inhibiteur cellulaire de la caspase-8, est 
dégradé alors que la R1 d’HSV s’accumule de manière concomitante. En interagissant avec 
la procapsase-8 et RIP1, la R1 d’HSV se comporte comme un inhibiteur viral de 
l’activation de la procaspase-8 inhibant l’apoptose induite par les récepteurs de mort et les 
détecteurs aux ARNdb. 
 
Mots-clés : HSV, R1, ICP6, ICP10, apoptose, caspase-8, RIP1, TNFα, FasL, poly(I:C) 
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Abstract : 
Elimination of infected cells by apoptosis constitutes an ancestral mechanism of 
host defense against viral infection. Herpes simplex viruses (HSVs) encode several viral 
factors to counteract the apoptotic antiviral response. Among them, the R1 subunit of HSV 
type-2 ribonucleotide reductase (HSV-2 R1, also named ICP10), protects cells by 
interrupting death receptor-mediated signaling at, or upstream of, caspase-8 activation. 
Since protection against tumor necrosis factor alpha (TNFα)-induced apoptosis is 
decreased un cells infected with an HSV type-1 R1 null mutant, it has been proposed that 
HSV-1 R1 (ICP6) could also possess an antiapoptotic activity. The fundamental goal of this 
thesis is to better understand the mechanism and the potential of the HSV R1s antiapoptotic 
activity.   
In a first study, we investigated the mechanism of the antiapoptotic activity of HSV 
R1s by using TNFα and Fas ligand (FasL), two death-receptor inducers involved in anti-
HSVs immune response. From this work, we report three main findings on the 
antiapoptotic activity of HSV R1s. First, HSV-1 R1 like HSV-2 R1 has the ability to 
protect cells against TNFα- and FasL-induced apoptosis. Second, HSV-1 R1 contributes in 
protecting infected cells against FasL. Third, HSV R1s and procaspase-8 interact in a way 
that inhibits the dimerization/activation of caspase-8. These results suggest that in addition 
to counteracting death receptor-induced apoptosis, HSV R1s could inhibit apoptosis 
induced by other signals that trigger caspase-8 activation during HSV infection. Double-
stranded RNA (dsRNA) are viral intermediates notably produced by HSVs and have been 
shown to induce apoptosis via caspase-8 activation. We tested in a second study whether 
HSV R1s have the ability to counteract apoptosis triggered by polyriboinosinic : 
polyribocytidylic acid (poly(I:C)), a synthetic analog of dsRNA that triggers caspase-8 
activation. We showed that HSVs infection protect epithelial cells from apoptosis induced 
by poly(I:C). We established that HSV-1 R1 is essential for the protection of HSV-1-
infected cells against poly(I:C)-induced caspase-8 activation. HSV R1s interact not only 
with procaspase-8 but also with the receptor interacting protein 1 (RIP1). The interaction 
between RIP1 and HSV-2 R1 inhibits the binding of RIP1 to the Toll/interleukine-1 
receptor-domain-containing adapter-inducing interferon β (TRIF), the adaptor of Toll-like 
  
vi 
 
receptor 3 that is an extracellular dsRNA sensor, which is required to activate caspase-8 
following extracellular poly(I:C) stimulation and TRIF overexpression. Thus, HSV R1s 
have the ability to inhibit poly(I:C)-induced apoptosis at several levels by preventing 
caspase-8 dimerization/activation and TRIF RIP1 interaction. 
This work sheds light on the ability of HSV R1s to manipulate apoptosis. Early 
during the lytic cycle, protein levels of the cellular inhibitors of caspase-8 as cFLIP drop 
but HSV R1s accumulate concomitantly and act as a viral inhibitor of apoptosis by binding 
to procaspase-8 and RIP1 in a way that impairs caspase-8 activation by death-receptors and 
dsRNA detectors stimulation. 
 
Keywords : HSV, R1, ICP6, ICP10, apoptosis, caspase-8, RIP1, TNFα, FasL, poly(I:C) 
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Avant propos 
Lors d’une infection virale, l’élimination des cellules hôtes par apoptose, un 
mécanisme génétiquement contrôlé de mort cellulaire programmée, constitue un système de 
défense antivirale efficace. Il n’est donc par surprenant que les virus aient acquis au cours 
de l’évolution la capacité de contrecarrer l’apoptose en développant des protéines originales 
ou dérivées de molécules cellulaires afin d’assurer leur réplication (rev. 117). L’étude de 
protéines virales possédant des fonctions anti-apoptotiques a non seulement permis 
d’accroître nos connaissances des voies intrinsèques et extrinsèques de l’apoptose mais a 
également permis de déterminer l’importance du contrôle de l’apoptose dans la 
pathogenèse de nombreux virus (rev. 116, rev. 343). Les virus de l’herpès simplex de type 
1 et 2 (HSV-1 et HSV-2) font partie des pathogènes capables de contrôler l’apoptose pour 
assurer leur réplication via différents facteurs viraux anti-apoptotiques (rev. 134).  
Une infection par les HSV déclenche les mécanismes de défense antivirale 
impliquant à la fois la réponse immune innée et la réponse immune adaptative (rev. 59). 
L’infiltration rapide et persistante de cellules immunitaires au niveau des lésions 
épithéliales infectieuses et des ganglions infectés crée un environnement riche en stimuli 
pro-apoptotiques dont certains tels que le TNFα et le FasL peuvent déclencher l’apoptose 
via l’activation de la caspase-8. De plus, l’infection elle-même et plus particulièrement la 
transcription du génome viral déclenche l’apoptose. En effet, la transcription entraîne 
l’accumulation d’ARN double-brins viraux (ARNdb) dans les cellules infectées ; or, ceux-
ci stimulent la réponse innée antivirale laquelle induit notamment l’activation de la caspase-
8 (352, 353). Une fois activée, la caspase-8 dirige le clivage protéolytique de nombreux 
substrats incluant d’autres caspases qui contribuent à l’exécution du programme 
apoptotique et donc au démantèlement de la cellule (ex : caspase-3) (111, rev. 397). Bien 
que les cellules infectées par les HSV soient soumises à des stimuli pro-apoptotiques durant 
l’infection, la survie des cellules hôtes est assurée par des protéines virales anti-
apoptotiques comme la sous-unité R1 de la ribonucléotide réductase des HSV (cette thèse 
et 230, 317).  
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La ribonucléotide réductase des HSV est une enzyme constituée de deux sous-
unités, dénommées R1 et R2, catalysant la synthèse des déoxyribonucléotides triphosphates 
requis pour la réplication de l’ADN viral. Par conséquent, la création d’inhibiteurs 
pharmacologiques de l’activité ribonucléotide réductase des HSV a constitué pendant 
longtemps un champ de recherche très actif. Ces études ont permis de découvrir 
indirectement que la sous-unité R1 d’HSV-2 est une protéine multifonctionnelle qui en plus 
de porter le site actif de la ribonucléotide réductase, présente une activité de chaperonne 
moléculaire et une fonction anti-apoptotique (48, 230). Notre laboratoire a démontré que la 
R1 d’HSV-2 protège les cellules épithéliales de l’apoptose induite par le TNFα et FasL en 
inhibant l’activation de la caspase-8 (230). La R1 d’HSV-2 protège également les neurones 
de la mort cellulaire induite par divers stimuli pro-apoptotiques (316, 317). D’autre part, 
l’expression de la R1 d’HSV est précoce et se maintient à un haut niveau durant l’infection. 
Par conséquent, l’activité anti-apoptotique de la R1 d’HSV pourrait permettre à la cellule 
infectée de résister aux multiples signaux pro-apoptotiques stimulant la caspase-8 durant 
l’infection. L’inhibition de la fonction anti-apoptotique de la R1 d’HSV pourrait donc 
constituer une nouvelle stratégie thérapeutique.  
Le présent ouvrage a pour objectif de caractériser l’activité anti-apoptotique de la 
R1 d’HSV et d’étudier son mécanisme. Cette thèse comprend un chapitre d’introduction 
qui présentera la R1 d’HSV et son potentiel à bloquer l’apoptose induite par des signaux 
pro-apoptotiques (TNFα, FasL et ARNdb) qui stimulent l’activation de la caspase-8 
pendant l’infection. Les résultats des recherches effectuées durant ce doctorat seront 
exposés sous forme de deux articles scientifiques. Le premier décrira plus particulièrement 
le mécanisme d’inhibition de l’activation de la caspase-8 par la R1 d’HSV dans le cadre de 
la stimulation de l’apoptose par le TNFα et le FasL. Le second article traitera de la capacité 
de la R1 d’HSV à inhiber l’apoptose induite par le poly(I:C), un analogue synthétique des 
ARNdb. Enfin, ces résultats seront discutés et mis en perspective dans le dernier chapitre de 
cet ouvrage. 
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Chapitre 1 :  Introduction 
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Le chapitre d’introduction de cette thèse comprend quatre sections. Dans un premier 
temps, les principales caractéristiques et le cycle de réplication des virus herpès simplex 
seront abordés. Par la suite, les voies apoptotiques menant à l’activation de la caspase-8 
seront présentées en insistant particulièrement sur les voies activées par le TNFα, FasL et 
les ARNdb. L’importance du contrôle des voies apoptotiques par les HSV sera abordée en 
mettant en évidence la nécessité d’inhiber l’activation de la caspase-8 lors de l’infection. La 
dernière partie de l’introduction décrira les caractéristiques de la sous-unité R1 de la 
ribonucléotide réductase des virus herpès simplex et particulièrement son activité anti-
apoptotique. 
1.1 Les virus de l’herpès simplex 
Chez l’homme, huit virus herpès ont été identifiés et classés en trois sous familles 
(alpha, beta et gamma) en fonction de leurs propriétés biologiques comme leur tropisme, 
leur comportement en culture cellulaire et leur pouvoir pathogène. Cette section de la thèse 
abordera les principales caractéristiques et le cycle de réplication des virus de l’herpès 
simplex de type 1 et de type 2 (HSV-1 et HSV-2) qui font partie de la famille alpha du fait 
de leur cycle de réplication rapide et de leur tropisme à la fois épithélial et neuronal. 
1.1.1 Caractéristiques 
Une particule d’HSV contient en son cœur un ADN bicaténaire de 152 kb entouré 
de trois couches successives : la capside, le tégument et l’enveloppe (rev. 341). La capside 
est composée de 8 protéines virales différentes formant une structure icosaédrique 
comprenant 162 capsomères et mesurant 100 nm de diamètre. L’espace entre la 
nucléocapside (capside et ADN) et l’enveloppe se nomme le tégument. Ils s’agit d’une 
couche asymétrique et informe de protéines virales et d’enzymes cellulaires impliquées 
entre autre dans l’initiation de la réplication (139). La couche la plus externe est 
l’enveloppe, une bicouche lipidique dérivée du réseau trans-golgien, dans laquelle sont 
insérées les glycoprotéines virales responsables de l’attachement du virus à la cellule cible 
et la fusion de l’enveloppe avec la membrane cytoplasmique (288). Il est à noter que toute 
altération de l’enveloppe par les détergents, les solvants ou la chaleur rend les virus herpès 
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non infectieux, imposant donc un mode de transmission par contacts interhumains étroits. 
L’analyse de virions purifiés a montré qu’une particule d’HSV-1 comprend 13 
glycoprotéines, 8 protéines formant la capside, 23 protéines virales du tégument et une 
cinquantaine de protéines cellulaires (262). 
Le cycle des HSV peut être séparé en deux phases : une phase productive (aussi 
nommé cycle lytique) et une phase de latence pendant laquelle le virus est présent dans le 
noyau des cellules hôtes alors qu’il n’y a ni synthèse d’ADN viral ni production de 
nouveaux virions. Le cycle lytique s’effectue dans les cellules épithéliales et les neurones 
alors que la latence a lieu uniquement dans les neurones sensitifs. La première infection 
herpétique est nommée la primo-infection tandis que les infections subséquentes 
provoquées par la réactivation des virus latents sont nommées récurrences. Une fois infecté 
par les HSV, l’organisme hôte reste porteur du virus pendant toute sa vie. 
Les HSV sont très répandus à travers le monde bien que de nombreux facteurs 
socioéconomiques, géographiques et génétiques modulent leur prévalence. Au niveau 
mondial, la prévalence d’HSV-1 varie entre 40 et 80 % des personnes adultes et celle 
d’HSV-2 se situe entre 30 et 60 % (rev. 341). Les infections par HSV-1 ou HSV-2 sont 
associées à diverses pathologies bénignes chez les personnes immunocompétentes : herpès 
labial (boutons de fièvre ou feux sauvages), herpès génital ou herpès oculaire (kératite 
herpétique). La primo-infection par les HSV est généralement asymptomatique alors que 
les infections récurrentes présentent divers symptômes et peuvent être douloureuses. Les 
lésions disparaissent généralement en une dizaine de jours. Les conséquences d’une 
infection herpétique peuvent être sévères chez les individus à risques tels que les personnes 
immunodéficientes et les nourrissons. La méningo-encéphalite herpétique est une forme 
rare et très grave d’infection cérébrale aigüe par HSV-1. En absence de traitement, 70% des 
cas de méningo-encéphalite herpétique sont mortels et seulement 2,5 % des patients ayant 
survécus retrouvent des fonctions neurologiques normales (rev. 427). La transmission de 
l’herpès génital de la mère au fœtus pendant la gestation est rare mais elle peut survenir lors 
de l’accouchement (1,5 cas sur 25 000 naissances au Canada), on parle alors d’herpès 
néonatal (4). L’herpès néonatal peut provoquer une infection superficielle (peau / yeux / 
bouche), une infection cérébrale ou une infection polyviscérale entrainant des taux de 
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mortalité respectifs de 0 %, 15 % et 50 % et des risques de développement anormal dans 2 
%, 70 % et 25 % des cas respectivement (211). Fort heureusement, plusieurs antiviraux ont 
été développés pour traiter les personnes atteintes par les HSV. Une majorité de ces 
composés sont des variantes de l’acyclovir (nom commercial : Zovirax), un analogue 
acyclique de nucléoside qui bloque la réplication de l’ADN viral. D’autres composés 
dérivés de l’acyclovir tels que le ganciclovir, penciclovir et famciclovir ont été développés 
(rev. 21). 
1.1.2 Cycle de réplication 
Dépendamment du type cellulaire infecté, l’infection conduit soit à un cycle lytique 
aboutissant à la production de particules virales matures et la destruction de la cellule hôte 
soit à l’établissement de la latence pendant laquelle le processus de réplication est 
temporairement inhibé jusqu’à l’apparition de conditions favorisant la réactivation virale et 
donc la reprise de la réplication. Pendant le cycle lytique, l’expression du génome des HSV 
s’effectue selon une cascade d’expression très régulée impliquant trois groupes de 
gènes classés suivant leur cinétique d’expression : les gènes très précoces (gènes α ou IE 
pour immediate early), les gènes précoces (gènes β ou E pour early) et les gènes tardifs 
(gènes γ ou L pour late) (rev. 340, rev. 417). Cette cascade d’expression est bouleversée 
lors de la réactivation virale. Bien que le génome des HSV code pour environ 80 
polypeptides, seulement 37 gènes sont requis pour la réplication virale en culture in vitro 
(rev. 341). 
1.1.2.1 Cycle lytique  
Le cycle lytique débute par l’attachement des HSV sur leurs cellules cibles via 
l’interaction des glycoprotéines gC et gB avec la fraction héparane sulfate de 
protéoglycanes cellulaires membranaires (rev. 155, rev. 339). Dans les minutes suivant 
l’attachement, les HSV entrent dans les cellules en fusionnant leur enveloppe soit 
directement avec la membrane plasmique soit avec la membrane endosomale après 
endocytose des virions (286, 297, 380). L'entrée des virus implique l’interaction des 
glycoprotéines virales gD, gB, gH et gL avec divers récepteurs cellulaires de type nectine 
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ou HveA (rev. 155, rev. 339). Une fois le virus entré dans la cellule hôte, les études menées 
avec HSV-1 montrent que la majorité du tégument se dissocie libérant la nucléocapside 
associée à quelques protéines du tégument. Celles-ci assurent entre autre la migration et le 
ciblage de la nucléocapside au noyau qui y déverse l'ADN viral qui se circularise (202). Les 
protéines tégumentaires αTIF/VP16 (α trans inducing factor/viral protein 16) et vhs 
(virion host shut-off) libérées lors de l'entrée du virus dans la cellule hôte jouent un rôle 
crucial dans l’initiation du cycle de réplication. En effet, dans les minutes suivant l’entrée 
du virus, l’expression des gènes très précoces est induite par le transactivateur αTIF/VP16. 
En formant un complexe avec des facteurs de transcription d’origine cellulaire, αTIF/VP16 
se lie aux séquences consensus TAATGARAT présentes en de multiples copies dans la 
région promotrice des gènes très précoces ce qui déclenche leur transcription par l’ARN 
polymérase II cellulaire (rev. 340, 429). Parallèlement, la transcription des gènes 
cellulaires, l’épissage des ARN, et la synthèse protéique sont inhibés via notamment 
l’action de l’endoribonucléase vhs qui dégrade de manière non spécifique les ARNm 
existant et ceux nouvellement synthétisés en clivant les transcrits engagés dans les 
polyribosomes (98, 183, 391). Vhs participe également au contrôle de la cascade 
d’expression génique virale en séquestrant et inhibant αTIF/VP16 dans les stades avancés 
du cycle de réplication (372). De récents travaux suggèrent que vhs pourrait également 
moduler l’expression génique au niveau traductionnel (345). 
Il existe cinq gènes très précoces codant pour les protéines ICP0 (infected-cell 
protein 0), ICP4, ICP22, ICP27 et ICP47. ICP0, ICP4, ICP22 et ICP27 contrôlent 
l’expression des gènes précoces et tardifs tandis qu’ICP47 inhibe la présentation de 
peptides viraux par le complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (114, 156). Bien 
que les détails des mécanismes régissant la cascade d’expression des gènes viraux ne soient 
pas encore complètement élucidés, les protéines multifonctionnelles ICP0, ICP4, ICP22 et 
ICP27 agissent de concert pour réguler l’expression des gènes viraux. ICP0 joue un rôle de 
régulateur transcriptionnel et inhibe la répression de l’expression du génome viral (41, 140, 
rev. 340). ICP4 active la transcription des gènes précoces et tardifs en interagissant avec 
l’ADN viral, la protéine ICP27 et des molécules de la machinerie transcriptionnelle 
cellulaire (rev. 341). ICP27 agit au niveau post-transcriptionnel en inhibant l’épissage des 
précurseurs des ARNm cellulaires, en induisant l’exportation nucléaire des transcrits viraux 
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et en stimulant la traduction des ARNm (234, 375). ICP22 est requis uniquement pour la 
réplication dans certaines cellules primaires et pourrait agir comme régulateur 
transcriptionnel (35, rev. 341).  
Les gènes très précoces induisent l’expression des gènes précoces, ces derniers 
codant principalement pour des enzymes impliquées dans le métabolisme des nucléotides et 
la réplication de l’ADN viral comme une ADN polymérase, une hélicase, une 
ribonucléotide réductase (voir section spécifique), une thymidine kinase, une dUTPase et 
une DNAse. Bien qu’elles ne soient pas toutes essentielles pour la multiplication virale in 
vitro dans des cellules en prolifération, ces protéines et notamment la ribonucléotide 
réductase sont indispensables pour la réplication virale dans différents tissus in vivo (130, 
131, rev. 341). La réplication de l’ADN viral est initiée par la fixation de la protéine virale 
OBP (origin-binding protein) qui sépare les brins d’ADN et initie la synthèse d’ADN. La 
réplication de l’ADN viral s’effectue par cercle roulant produisant des concatémères qui 
s’accumulent dans le noyau de la cellule hôte.  
Les gènes tardifs englobent les trois quarts des gènes viraux et encodent 
principalement des protéines de structure constituant la capside, des glycoprotéines 
membranaires et d’autres protéines intégrées dans le tégument comme αTIF/VP16 et vhs 
(rev. 300). La formation de la capside est un processus autocatalytique impliquant les huit 
protéines composant la capside et des chaperonnes à partir desquelles l’assemblage est 
initié dans le cytoplasme et terminé dans le noyau. Parallèlement, diverses protéines virales 
permettent le clivage de l’ADN concatémèrique et l’encapsidation d’une unité de génome 
par capside (rev. 17). Après l’encapsidation de l’ADN viral, le mécanisme par lequel les 
nucléocapsides acquièrent leur tégument et leur enveloppe demeure encore source de débat 
mais il impliquerait un bourgeonnement au travers de l’enveloppe nucléaire et des fusions 
avec les vésicules de l’appareil de Golgi (rev. 277). La sortie du virus mature s’effectuerait 
par excrétion de vésicule ou bourgeonnement.  
En culture, une cellule infectée libère plusieurs centaines de virus matures capables 
d’infecter les cellules environnantes. Les HSV se répliquent efficacement puisque un cycle 
complet s’effectue en 18 à 24 h dans des cellules permissives cultivées in vitro. En culture 
in vitro, une infection par les HSV entraîne un effet cytopathique, c’est à dire un ensemble 
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de changements structuraux et biochimiques majeurs incluant des modifications 
nucléolaires, une condensation de la chromatine, une diminution de la synthèse de 
macromolécules, un arrondissement de la cellule témoignant des modifications du 
cytosquelette et des altérations membranaires. De telles altérations conduisent à la 
destruction de la cellule infectée.  
1.1.2.2 Latence et réactivation 
Le cycle lytique au niveau des sites de primo-infection ou de récurrence libère des 
virus capables d’infecter les neurones sensitifs innervant le site de primo-infection ou de 
récurrence. Dans ces neurones, une infection latente pourra persister durant toute la vie de 
l’hôte. La latence a lieu dans les neurones des ganglions trigéminés (herpès labial) ou les 
neurones des ganglions sacrés (herpès génital). Suivant la fusion et le déenveloppement du 
virus au niveau du bouton terminal de l’axone, la nucléocapside migre vers le corps 
cellulaire par transport rétrograde (rev. 88). Durant ce transport le long de l’axone, la 
nucléocapside est débarrassée de son tégument puis l’ADN viral est déversé dans le noyau 
des neurones où il se circularise. A ce niveau, les HSV complètent un cycle productif ou 
entrent en latence. En effet, l’expression de gènes viraux (très précoces, précoces et tardifs) 
et les particules virales sont  détectables dans les ganglions trijumeaux de souris infectées 
par HSV-1 dans les 24 à 72 h suivant l’infection mais il n’est pas clair si ce cycle productif 
cause la destruction des neurones infectés (214, 405).  
L’accumulation de transcrits encodés par les gènes très précoces et précoces a été 
observée dans les neurones infectés mais rapidement les transcrits associés à la 
latence (transcrits LAT, latency associated transcripts) deviennent les ARN 
majoritairement exprimés (119, 219, 379). Le gène LAT est exprimé sous forme d’un 
transcrit de 8,5 kb qui subit un épissage donnant de multiples transcrits très stables 
s’accumulant dans le noyau et ne codant pour aucune protéine (92). L’établissement de la 
latence est un processus mal compris ; toutefois, les caractéristiques spécifiques aux 
neurones, notamment leur grande taille, et l’expression des transcrits LAT ont permis de 
dresser un modèle pouvant expliquer l’inhibition de l’expression des gènes lytiques et donc 
la latence (rev. 212). Dans les neurones infectés, αTIF/VP16 reste cytoplasmique et 
probablement localisé au niveau du bouton terminal de l’axone tandis qu’une large 
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proportion de l’ADN viral transporté au noyau s’associe avec des histones. Les LAT 
induisent la modification des histones convertissant les régions promotrices des gènes 
lytiques en hétérochromatine inhibant ainsi leur expression (55, 212, 424). Récemment, il a 
été montré que certains transcrits LAT fonctionnent comme des microARN (miARN LAT) 
inhibant la traduction sans influencer le niveau d’ARNm des gènes très précoces dont ICP4 
(nécessaire à la phase productive) et peut être ICP0 (requis pour la réactivation) (365, 402). 
L’absence d’expression de gènes lytiques durant la latence d’HSV-1 a cependant été remise 
en doute par de nombreuses études rendant compte de l’expression de certains gènes 
lytiques dans les neurones infectés (55, 56, 105, 220, 259, 268, 319). Parallèlement, 
d’autres études menées chez l’humain, la souris et le lapin ont montré la persistance de 
cellules immunes et de cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IFNγ, interleukine-6) dans les 
ganglions trigéminés après la résolution de l’infection au niveau du site de primo-infection 
ou de récurrence (36, 43, 54, 78, 145, 162, 367, 368, 395, 407). Les lymphocytes T CD8+ et 
éventuellement les lymphocytes T CD4+ présents à proximité des neurones infectés 
semblent réguler l’expression des gènes lytiques d’HSV-1 durant la latence (rev. 206, rev. 
207). Dans des cultures ex vivo de ganglions trigéminés, des cellules T CD8+ spécifiques 
pour un épitope de la protéine virale gB maintiennent un phénotype de cellules activées, 
produisent de l’IFNγ et bloquent la réactivation d’HSV-1 (205, 259). L’expression 
persistante d’IFNγ et de TNFα est requise pour maintenir la latence du virus dans les 
neurones infectés et permettrait d’inhiber l’expression d’ICP0 (83, 287). Bien que les 
neurones infectés soient maintenus dans un environnement hostile mêlant cellules immunes 
cytotoxiques et cytokines pro-inflammatoires, les cellules neuronales ne sont pas éliminées. 
Les neurones pourraient être protégés à la fois des effets pro-apoptotiques des cytokines 
inflammatoires et des effets cytotoxiques des lymphocytes T CD8+ via l’activité anti-
apoptotique des transcrits LAT (36). Récemment, il a été montré que les miARN LAT 
possèdent des propriétés anti-apoptotiques (365). 
Dans une fraction des neurones portant des HSV en latence, les virus sont 
périodiquement réactivés par un mécanisme méconnu pouvant être déclenché par un stress 
émotionnel, une exposition prolongée aux ultraviolets, une forte fièvre ou une diminution 
de l’efficacité de la fonction lymphocytaire. Les personnes immunodéprimées 
consécutivement à un traitement chimiothérapeutique, un traitement antirejet ou une 
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infection par le VIH présentent une augmentation de la fréquence des réactivations et des 
épisodes de récurrence. Le virus réactivé effectue un cycle de réplication et migre par 
transport antérograde jusqu’au bouton terminal de l’axone (rev. 78, rev. 182). Les virus 
matures sont alors libérés et infectent les cellules épithéliales environnantes pour y 
effectuer un nouveau cycle lytique ayant pour conséquence de produire des lésions 
récurrentes dont la sévérité varie dépendamment de plusieurs facteurs dont l’état de 
l’immunité de l’hôte.   
1.2 L’apoptose  
L’apoptose des cellules infectées est une composante majeure de la réponse 
antivirale de l’hôte puisqu’elle permet de contenir l’infection, de limiter l’inflammation et 
de développer une réponse immune spécifique dirigée contre le pathogène (rev. 137). Cette 
section de la thèse présentera les principales voies apoptotiques en insistant 
particulièrement sur la signalisation pro-apoptotique et non apoptotique induite par les 
récepteurs de mort stimulés par le TNFα et le FasL qui sont comme nous le verrons plus 
tard des molécules impliquées dans la défense antiviral anti-HSV. De plus, l’apoptose 
induite par les ARN double-brins, des intermédiaires produits notamment durant 
l’expression du génome des HSV, sera également abordé dans cette section (176, 426).  
1.2.1 L’apoptose ou le démantèlement cellulaire organisé 
C’est en 1972 qu’est publié par Kerr et al. le premier article décrivant le processus 
de mort cellulaire nommé apoptose (203). Ce processus de mort cellulaire programmée 
joue un rôle crucial tout au long de la vie des organismes pluricellulaires. Dès le 
développement embryonnaire, l’apoptose intervient dans l’élaboration des organes, des 
membres, du réseau neuronal et du système immunitaire. Après la naissance, l’apoptose 
participe au maintien de l’homéostasie en éliminant les cellules surnuméraires, 
endommagées ou infectées afin de maintenir l’intégrité cellulaire et tissulaire nécessaire à 
la survie des organismes. Le débalancement de ce processus est responsable de nombreuses 
pathologies comme les cancers, les maladies auto-immunes et neurodégénératives (rev. 
396).  
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L’apoptose peut être initiée par plusieurs voies de signalisation dont les plus 
caractérisées sont les voies intrinsèques et extrinsèques. Le déclenchement de la voie 
intrinsèque, aussi nommée voie mitochondriale, est induit par une cascade d’événements 
intracellulaires conduisant à la perméabilisation de la mitochondrie et généralement à 
l’activation des caspases (voir section consacrée aux caspases). La voie extrinsèque, 
également nommée voie des récepteurs de mort, est déclenchée par la stimulation de 
récepteurs situés à la surface cellulaire et se caractérise par l’activation des caspases-8 et/ou 
-10. Les récepteurs impliqués dans la réponse immune innée antivirale détectant la présence 
d’ARN double-brins viraux sont également capables d’induire l’apoptose via l’activation de 
la caspase-8 (168, 169, 179, 425).  
Le processus apoptotique peut être séparé en trois étapes : l’initiation, 
l’intégration/décision et l’exécution/dégradation. La phase d’initiation varie suivant la 
nature du signal pro-apoptotique rencontré qui peut être un signal intrinsèque affectant 
certains organelles (mitochondries, réticulum endoplasmique, lysosomes, noyaux) ou un 
signal extrinsèque (stimulation d’un récepteur par son ligand). L’intégration/décision 
consiste en un réseau d’interactions moléculaires complexes impliquant des signaux pro et 
anti-apoptotiques contrôlant la destinée de la cellule autrement dit la survie ou la mort. 
Dépendamment du résultat de l’intégration des signaux pro et anti-apoptotiques, c’est entre 
autre durant cette phase que les caspases sont activées ou non. La phase 
d’exécution/dégradation est sensiblement identique quelque soit la voie empruntée et mène 
aux modifications morphologiques et biochimiques caractéristiques de l’apoptose. 
Récemment le « Nomenclature Committee on Cell Death » a établi des critères 
morphologiques et biochimiques caractérisant l’apoptose afin de la différencier de 
l’ensemble des divers processus de mort cellulaire (rev. 223). Ainsi, il a été établi qu’une 
cellule apoptotique présente une rétractation des pseudopodes, une réduction du volume 
cellulaire, une condensation de la chromatine, une fragmentation nucléaire, des 
modifications mineures des organelles cytoplasmiques et un bourgeonnement de la 
membrane plasmique (rev. 223). Ces modifications morphologiques sont la conséquence de 
profonds bouleversements biochimiques induit par l’activation des caspases, la stimulation 
des membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, la perte du potentiel membranaire 
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mitochondrial, la perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie et la 
fragmentation de l’ADN nucléaire. Malgré ces modifications morphologiques et 
biochimiques drastiques, la cellule apoptotique maintient son intégrité membranaire 
pendant la quasi totalité du processus avant d’être éliminée par phagocytose faisant de 
l’apoptose un processus d’autodestruction cellulaire silencieux n’induisant pas ou peu de 
réponse inflammatoire (103, rev. 358). 
1.2.2 Les caspases 
L’apoptose se caractérise par l’activation des caspases (cysteinyl aspartate-specific 
proteinase), des protéases à cystéine active clivant leur substrat après un résidu acide 
aspartique localisé dans une séquence cible. On distingue trois classes de caspases 
dépendamment de la structure de leur prodomaine, de leur fonction et de leur origine 
phylogénétique (rev. 67, 229). Le groupe des caspases effectrices caractérisées par 
l’absence de prodomaine ou la présence d’un court prodomaine (20 à 30 acides aminés) 
comprend les caspases -3, -6 et -7. Les caspases initiatrices ou apicales présentant un long 
prodomaine (90 acides aminés ou plus) sont les caspases-2, -8, -9 et -10. Enfin, les 
caspases-1, -4, -5, -11, -12, -13 et -14 possèdent un long prodomaine et jouent un rôle dans 
la maturation des cytokines et la réponse inflammatoire. Le prodomaine des caspases-8 et -
10 comprend deux DED (death effector domain) disposés en tandem alors que le 
prodomaine des caspases-1, -2, -4, -5, -9, -11 et -12 comprend un CARD (caspase-
recruitment domain).  
Les caspases présentent un domaine catalytique formé d’une grande sous-unité 
portant le site actif (sous-unité p18/20 ou α), d’une petite sous-unité définissant la poche de 
fixation du substrat  (sous-unité p10 ou β) et d’une séquence de liaison liant les deux sous-
unités. Les caspases sont produites sous forme de zymogènes inactifs et leur mode 
d’activation diffère suivant le type de caspase considéré. Les caspases effectrices (caspase-
3, -6 et -7) sont présentes dans le cytoplasme sous la forme d’un dimère de procaspases 
inactives. L’activation des caspases effectrices s’effectue par le clivage des séquences de 
liaison des sous-unités α et β par les caspases initiatrices activées en aval (rev. 328). 
Contrairement aux caspases effectrices, les caspases initiatrices s’accumulent dans la 
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cellule sous forme de procaspases monomériques inactives. Le prodomaine contenant deux 
DED ou un CARD permet le recrutement, la dimérisation et l’activation des caspases 
initiatrices au sein de complexes multiprotéiques dirigeant l’induction de l’apoptose ou de 
l’inflammation (rev. 107). Ce recrutement concentre localement les procaspases qui sont 
activées suivant le modèle d’ « induction par proximité » puis une étape de maturation par 
protéolyse permet la libération d’un hétérotétramère actif et stable dans le cytoplasme (pour 
le modèle de dimérisation/activation de la procaspase-8 voir Fig. 1) (33, 201, 293, 327).  
Quelque soit son mode d’activation, une caspase active consiste au moins en un 
hétérotétramère formée de deux sous-unités α et de deux sous-unités β provenant de deux 
caspases différentes (αββ’α’). Une fois activées, les caspases coupent leurs substrats au 
niveau d’une séquence cible caractéristique présentant un résidu aspartate. Cette séquence 
et sa localisation au sein d’une protéine définissent des substrats optimaux, intermédiaires 
ou mauvais (rev. 328, rev. 397). Les substrats des caspases initiatrices sont essentiellement 
des caspases effectrices. Par exemple, la caspase-8 peut cliver et donc activer les caspases-
3, -6 et -7 (rev. 111, 397). En revanche, les caspases effectrices sont directement 
responsables des modifications biochimiques et morphologiques de l’apoptose en clivant 
plus de 400 protéines impliquées dans la formation du cytosquelette, dans le cycle 
cellulaire, la prolifération, le métabolisme de l’ADN et des protéines (rev. 67, 71, 89, 266, 
397, 406).  
Parce que la protéolyse est irréversible, l’activation des caspases est finement 
régulée. Par exemple, l’inhibiteur XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis) interagit et inhibe 
spécifiquement la caspase-3, -9 et -7 (rev. 96). Les inhibiteurs cFLIPL, cFLIPS et cFLIPR 
(cellular-FLICE inhibitory protein (cFLIP) long, short and raji) inhibent le recrutement et 
donc l’activation de la procaspase-8 (Fig. 1) ou de la procaspase-10 au niveau du complexe 
multiprotéique assemblé en réponse à l’engagement  des récepteurs de mort (rev. 440). Les 
protéines cFLIP pourraient également activer des voies de survie et de prolifération une fois 
recrutées aux récepteurs de mort. Contrairement aux procaspases inactives plus stables, les 
caspases actives sont des espèces protéiques éphémères rapidement dégradées possiblement 
via les cIAP (cellular inhibitor of apoptosis) ou XIAP qui possèdent une activité ubiquitine 
ligase E3 (32, 143, 361). 
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Figure 1 : Mécanismes d’activation et d’inhibition de la procaspase-8. 
En absence de stimuli pro-apoptotiques, la procaspase-8 se présente sous la forme 
d'un monomère inactif (A). Un signal apoptotique (exemple : FasL) initie la formation d'un 
complexe de mort multiprotéique contenant l'adaptateur FADD qui possède i) un DD 
permettant son recrutement au constituant du complexe de mort présentant un DD (ici FAS) 
et ii) un DED permettant le recrutement de la procasapse-8 (A) (rev. 321). L'adaptateur 
FADD dirige le recrutement et la dimérisation de la procaspase-8 au complexe de mort 
(interaction entre DED FADD et DED-B procaspase-8). La dimérisation entraîne 
l'activation des procaspases-8 qui sont alors capables de cliver un répertoire de substrat 
limité à la procaspase-8 et cFLIP (B) (163). À la suite de la dimérisation/activation, la 
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caspase initiatrice est stabilisée via deux étapes de maturation par autoclivage. Le clivage 
de la séquence reliant la grande (α/p18) et la petite (β/p10) sous-unité du domaine 
catalytique (position D374 et D384) engendre les fragments de caspase-8 p43/41 et p10 qui 
restent associés au complexe de mort (C). Un second clivage (position D210 et D216) au 
niveau de la séquence reliant le prodomaine et la sous-unité α/p18 complète la maturation 
et la stabilisation de la caspase-8 (D). Les caspases-8 stables sont libérées du complexe de 
mort; celles-ci sont alors capables de cliver Bid et les procaspases 3, 7 et 6 (E) (163). Le 
recrutement de la procaspase-8 au DED de FADD peut être inhibé par compétition avec les 
inhibiteurs cFLIPL (F) et cFLIPS/R (I). Une procaspase-8 dimérisée avec cFLIPL peut cliver 
ce dernier en position D376 engendrant les fragments cFLIP p43/p12 (G) capables d'activer 
les voies de survie (voie NF-κB) (H). La procaspase-8 peut cliver cFLIPS/R et cFLIPL en 
position D218 (J) permettant au fragment cFLIP p22 d'activer les voies de survie (voie NF-
κB) (K) (rev. 440). Astérisque : cystéine active C360 du site catalytique de la caspase-8. 
DD : death domain. DED : death effector domain. 
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1.2.3 La voie apoptotique intrinsèque  
L’évènement fondamental de la voie apoptotique intrinsèque ou mitochondriale 
consiste en la perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie (mitochondrial 
outer-membrane permabilization, MOMP) qui mène au relâchement de diverses protéines 
pro-apoptotiques du compartiment intermembranaire vers le cytosol (Fig. 2) (rev. 222). La 
voie intrinsèque est activée par divers stimuli (dommage à l’ADN induit chimiquement ou 
par irradiation, stress du réticulum endoplasmique, stress oxydatif, privation en facteur de 
croissance) régulant les protéines de la famille des Bcl-2 (B-cell lymphoma-2). Les 
protéines de la famille des Bcl-2 présentent de un à quatre domaines BH (Bcl-2 homology) 
qui influencent la structure, les interactions et la fonction des Bcl-2. Les Bcl-2 ont été 
répartis en trois classes. La première est composée de protéines anti-apoptotiques à 
multiples domaines (exemple : Bcl-2, Mcl-1, Bcl-XL), contenant les domaines BH1/2/3/4 
ou BH1/2. Une autre classe comprend les protéines pro-apoptotiques à multiples domaines 
(exemple : Bak, Bax), constituées des domaines BH1/2/3. Enfin, il existe des protéines pro-
apoptotiques (exemple : Bid, Bim, Bad, Noxa, Puma) contenant un domaine BH3 unique 
(rev. 439).  
Un réseau complexe d’interaction entre les différentes protéines de la famille des 
Bcl-2 contrôle la MOMP. Plusieurs modèles de MOMP faisant l’objet de controverses ont 
été proposés. Bien que le mécanisme de MOMP soit encore mal compris, il a été montré 
que Bax normalement cytosolique s’insère dans la membrane externe de la mitochondrie où 
il oligomérise seul ou en association avec Bak ou tBid (truncated Bid) (Fig. 2) (226, 430). 
Ces oligomères déstabilisent la membrane mitochondriale et y forment des pores 
provoquant le relâchement cytosolique des protéines solubles contenues dans l’espace 
intermembranaire (61). Ce phénomène est modulé par les autres Bcl-2. Les Bcl-2 anti-
apoptotiques à domaine BH1/2/3/4 inhibent la perméabilisation mitochondriale en 
interagissant ou en neutralisant les effets des Bcl-2 pro-apoptotiques. En interagissant 
préférentiellement avec les Bcl-2 anti-apoptotiques BH1/2/3/4, les protéines pro-
apoptotiques à domaine BH3 unique libèrent les protéines pro-apoptotiques inhibées par les 
Bcl-2 anti-apoptotiques favorisant ainsi la MOMP (exemple Bad). D’autres protéines à 
domaine BH3 unique, comme tBid,  se comportent  comme des activateurs directs de 
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protéines pro-apoptotiques telles que Bak ou Bax (252). Enfin, les protéines anti-
apoptotiques préviennent directement la formation des pores ou inhibent les protéines à 
domaine BH3 unique (rev. 439).  
La MOMP résulte en une perte du potentiel transmembranaire mitochondrial (∆Ψm) 
entrainant l’arrêt de la phosphorylation oxydative et l’accumulation de ROS (reactive 
oxygen species) (rev. 222). Parmi les effecteurs pro-apoptotiques relâchés suite à la 
MOMP, l’AIF (apoptosis-inducing factor) et l’endonucléase-G (EndoG) participent à la 
dégradation de l’ADN indépendamment de l’activation des caspases (256, 386). La MOMP 
provoque également le relâchement de Smac/DIABLO qui active indirectement les 
caspases en inhibant les cIAP. De plus, le relâchement dans le cytosol du cytochrome-C 
(Cyt-c) conduit à la formation de l’apoptosome : un complexe multiprotéique assemblant la 
procaspase-9, Apaf-1, et le cytochrome-C.  L’apoptosome active la procaspase-9 selon le 
modèle d’activation induite par proximité permettant ainsi le clivage et l’activation 
subséquente des caspases effectrices (caspases-3, -6 et -7) (Fig. 2) (rev. 23). 
1.2.4 La voie apoptotique extrinsèque 
1.2.4.1 Généralités 
La voie apoptotique extrinsèque, aussi nommée voie des récepteurs de mort, est 
activée par la fixation du TNFα sur le TNFR1 (TNFRSF1A, CD120a, p55), du FasL sur le 
récepteur Fas (TNFRSF6, CD95, APO-1) ou de TRAIL sur les récepteurs TRAILR1 
(TNFRSF10A, DR4), TRAILR2 (TNFRSF10B, DR5) ou TRAILR6 (TNFRSF21, DR6). 
Le TNFα est principalement produit sous forme homotrimérique par les macrophages, les 
monocytes et les cellules T mais aussi par une grande variété de cellules incluant les 
cellules endothéliales, les cellules épithéliales, les fibroblastes et les hépatocytes (rev. 142, 
rev. 419). Les protéines FasL et TRAIL sont principalement produites sous forme 
homotrimérique par les cellules immunitaires, notamment les cellules T, les NK (natural 
killer) et les macrophages (rev. 104). Les protéines TNFR1, Fas, TRAILR1, TRAILR2 et 
TRAILR3 sont exprimées de manière ubiquitaire et contiennent un domaine extracellulaire 
impliqué dans la fixation du ligand, un domaine transmembranaire et une queue cytosolique 
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portant un domaine de mort (death domain, DD), le DD est une séquence très conservée de 
80 acides aminés essentielle à l’exécution du programme apoptotique engendré par le 
TNFR1, FAS, TRAILR1 et TRAILR2 (rev. 7, rev. 260). Afin de faciliter la transmission du 
signal, les récepteurs de mort sont pré-assemblés en oligomères même en absence de ligand 
(50, 51, 369). Une fois stimulés, les récepteurs subissent des modifications 
conformationnelles permettant le recrutement de protéines adaptatrices qui initient la 
formation de complexes multiprotéiques de signalisation. Bien que la composition de ces 
complexes diffère d’un récepteur à l’autre, la stimulation des récepteurs de mort provoque 
généralement i) le déclenchement d’une voie pro-apoptotique caractérisée par l’activation 
des caspases initiatrices 8 et/ou 10 ; ii) l’induction d’une voie non apoptotique activant NF-
κB (nuclear factor-kappa B) et certaines MAPK (mitogen-activated protein kinase) (rev. 
142, rev. 419). La suite de cette introduction détaille la signalisation induite par la 
stimulation des récepteurs Fas et TNFR1. 
1.2.4.2 Voies de signalisation induites par Fas 
1.2.4.2.1 Signalisation apoptotique induite par Fas 
Stimulé par la fixation de son ligand, Fas initie l’assemblage d’un complexe 
d’induction de la signalisation apoptotique nommé DISC (death-inducing signaling 
complex) (Fig. 2). Fas activé interagit avec l’adaptateur FADD via une interaction 
impliquant leur DD respectif puis FADD recrute la procaspase-8 et/ou -10 via une 
interaction impliquant le DED de ces protéines (pour une description détaillée de 
l’activation de la caspase-8 voir Fig. 1) (rev. 321). La signalisation est ensuite amplifiée via 
un réseau complexe d’interactions s’établissant entre les récepteurs activés et les 
adaptateurs FADD permettant ainsi la microagrégation d’une multitude de DISC pour 
former une structure nommée SPOTS (signaling protein oligomerization structures) dont la 
fonction principale est de recruter, et donc d’activer, une quantité suffisante de procaspases-
8 au niveau des protéines FADD oligomérisées (Fig. 2) (351, 362, 370). L’activation de la 
caspase-8 au niveau des SPOTS est nécessaire pour un regroupement massif des complexes 
DISC reliés à Fas au niveau des radeaux lipidiques (100). Les complexes DISC regroupés 
vont ensuite être internalisés par endocytose puis entrainés dans des vésicules endosomales 
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au sein desquelles une formation massive de DISC est observée permettant une activation 
efficace de la caspase-8 et/ou -10 (Fig. 2) (238). Il a récemment été montré que l’activation 
de Fas pouvait mener à l’assemblage d’un complexe cytosolique formé de FADD, de la 
procaspase-8 et éventuellement des isoformes de cFLIP dont le rôle est probablement 
d’amplifier l’activation de la caspase-8 (236). Bien que le DISC classique soit assemblé à 
partir de FADD, une récente étude a démontré que le FasL lié à la membrane pouvait 
induire la formation d’un complexe activateur de la caspase-8 contenant RIP1 (receptor 
interacting protein 1)  en plus de FADD (289). 
Selon la sensibilité des cellules à l’apoptose, on distingue deux voies de 
signalisation faisant suite à l’activation de la procaspase-8 par le DISC (rev. 24, 359). Dans 
les cellules dites de type I (ex : HeLa), l’activation de la caspase-3 s’effectue directement 
par la caspase-8 alors que la voie mitochondriale sert à amplifier l’apoptose induite par le 
récepteur de mort. Au contraire, dans les cellules de type II (ex : jurkat), l’activation plus 
restreinte de la caspase-8 n’active pas directement la caspase-3 mais permet le clivage de la 
protéine pro-apoptotique tBid qui déclenche la voie mitochondriale conduisant à 
l’activation des caspases effectrices (Fig. 2) (254, 264). Les deux types cellulaires se 
différencient également au niveau de la rapidité de formation des DISC, de leur 
relocalisation au niveau des radeaux lipidiques et de leur internalisation (100). 
1.2.4.2.2 Signalisation non apoptotique induite par Fas 
Dépendamment du type cellulaire, l’activation de Fas peut mener à la prolifération, 
la migration ou la production de cytokines inflammatoires en activant une ou plusieurs 
voies de signalisation impliquant NF-κB et les MAPK ERK1/2 (extracellular signal-
regulated kinase 1/2), p38 et JNK (c-Jun N-terminal kinase) (Fig. 2) (25, 320, rev. 321, rev. 
418). L’issue de la signalisation par Fas dépendrait du niveau d’agrégation du DISC au 
récepteur stimulé. Une faible activation de Fas couplée à une agrégation modéré du DISC 
au récepteur stimulé induit une signalisation non apoptotique alors que l’inverse déclenche 
une réponse pro-apoptotique (235). La signalisation non apoptotique induite par Fas est peu 
décrite mais plusieurs modèles impliquant cFLIP ont été proposés (Fig. 1). En étant recruté 
au DISC, l’inhibiteur cFLIPL permet une autoactivation limitée de la procaspases-8 qui 
reste reliée au DISC. Cette activation limitée de la caspase-8 pourrait être responsable de 
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l’induction de NF-κB par Fas. De plus, la procaspase-8 dimérisée avec cFLIP peut cliver à 
la fois cFLIPL et cFLIPS/R pour produire une forme clivée de cFLIP (cFLIP p43/p12) et un 
fragment cFLIP p22 (contenant les deux DED de cFLIPL/S/R). Ces formes de clivages 
contrôlent l’activation transcriptionnelle de gènes anti-apoptotiques en stimulant NF-κB via 
TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2), RIP1 et/ou IKKγ (I-kappa-B-kinase gamma) 
(Fig. 1 et 2) (133, 194, 422, rev. 440). 
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Figure 2 : Voies de signalisation induites par Fas. 
Modèle des voies apoptotiques et non apoptotiques induites par la stimulation du récepteur 
de mort Fas par son ligand FasL. Se référer au texte pour les détails mécanistiques.  
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1.2.4.3 Voies de signalisation induites par le TNFR1 
La stimulation du TNFR1 déclenche de multiples voies de signalisation contrôlant 
la production de cytokines inflammatoires, la survie, la prolifération et paradoxalement la 
mort cellulaire (rev. 411). La nature pléiotropique de la réponse au TNFα est probablement 
la conséquence d’une signalisation impliquant la formation de plusieurs complexes 
moléculaires aux compositions et aux localisations différentes. L’issue des voies de 
signalisation engendrées par le TNFα dépendrait du type cellulaire, du contexte cellulaire et 
de la durée du signal.  
1.2.4.3.1 Signalisation non apoptotique déclenchée par le TNFR1 
Dans les secondes suivant leurs stimulations, les TNFR1 activés vont induire la 
formation d’un premier complexe dénommé complexe I au niveau de la membrane 
cytoplasmique. Le complexe I migre dans les zones de radeaux lipidiques où les protéines 
du complexe vont subir des modifications post-traductionnelles (243). Le complexe I est 
formé des protéines : TNFR1, TRADD (TNF receptor-associated death domain), 
TRAF2/5, cIAP1/2, RIP1 (Fig. 3) (152, 283). TRADD et le TNFR1 interagissent via leur 
DD respectif. TRADD orchestre alors le recrutement de divers protéines dont les 
ubiquitines ligases E3 : TRAF2 et/ou TRAF5 (26, 101, 160, 161, 283). Dépendamment de 
son niveau d’expression variable selon le type cellulaire, RIP1 peut se fixer au TNFR1 via 
son DD mais l’activité de RIP1 et probablement sa fixation sont favorisées par TRADD et 
TRAF2/5 (101). Le complexe I dirige le recrutement et l’induction des MAP3K (mitogen-
activated protein kinase kinase kinase) responsables de l’activation par le TNFR1 de NF-
κB et des MAPK ERK1/2, p38 et JNK. Une fois recruté au complexe I, RIP1 
s’autophosphoryle et est ubiquitinylé par liaison de type Lys63 (activation protéique) ou 
Lys48 (ciblage pour la dégradation au protéasome 26S) (rev. 192). TRAF2/5 et les 
ubiquitines ligases E3 cIAP1/2 dirigent l’activation de RIP1 par ubiquitinylation de type 
Lys63 (rev. 58, 95, rev. 239, 253, 409). RIP1 et TRAF2/5 ubiquitinylés activent la kinase 
TAK1 (TGF-beta-activated kinase 1) via les protéines TAB2 (TAK1-binding protein 2) et 
TAB3 (95). TAK1 induit alors l’activation du complexe IKK - formé de IKKα, IKKβ et 
IKKγ (aussi nommé NEMO) - qui induit la phosphorylation de l’inhibiteur de NF-κB 
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(IκBα) (Fig. 3) (1). Phospho-IκBα sera ensuite dégradé par le protéasome 26S permettant 
aux sous-unités de NF-κB, notamment p50 et p65/RelA, d’être phosphorylées et de migrer 
au noyau pour stimuler la transcription des gènes anti-apoptotiques cFLIP, cIAP1, cIAP2, 
TRAF2, Bcl-2 et Bcl-XL (422). D’autres MAP3K (essentiellement des MAPK/ERK 
kinases kinases, MEKK) sont activées par le complexe I permettant l’induction de JNK, 
ERK1/2 et p38 (rev. 388, rev. 411). RIP1 est responsable de l’induction de p38 et de 
ERK1/2 alors que TRAF2/5 contrôle l’activation de JNK (rev. 108).  
La kinase Akt (aussi nommée protéine kinase B, PKB) est activée par le TNFR1 par 
une voie méconnue impliquant la PI3K (phosphoinositide 3-kinase). Dépendamment du 
type cellulaire, du niveau et de la durée d’activation, Akt (rev. 210), ERK1/2 (rev. 22) et 
p38 (rev. 443) peuvent avoir des effets pro- ou anti-apoptotiques en phosphorylant des 
protéines clés de l’apoptose ou en contrôlant la transcription de gènes impliqués dans 
l’inflammation et l’apoptose via le facteur de transcription AP1 (activator protein 1) (rev. 
333, rev. 419). Par exemple, Akt prévient le déclenchement de la voie intrinsèque en 
phosphorylant Bad ce qui le séquestre dans le cytosol via la protéine chaperonne 14-3-3 ; 
Akt phosphoryle également la procaspase-9 inhibant ainsi son activation (Fig. 3) (44, 80, 
444). Akt peut également activer NF-κB (309). Puisque les voies de signalisations 
impliquant Akt, ERK1/2, p38, JNK et NF-κB interagissent entre elles, il est difficile de 
déterminer avec précision l’impact de chacune d’elle sur la signalisation des récepteurs de 
mort (rev. 184). Cependant, l’activation de NF-κB précède celles des MAPK permettant 
ainsi de moduler finement la signalisation de ces dernières pour produire un signal de 
survie cellulaire (rev. 192, 394).  
1.2.4.3.2 Signalisation pro-apoptotique déclenchée par le TNFR1 
En plus du complexe I, l’activation du TNFR1 peut mener à la formation de deux 
complexes cytosoliques assemblés à partir de TRADD : le complexe IIA et le complexe IIB 
(Fig. 3) (152, 283).  
Après internalisation des récepteurs stimulés, des modifications de RIP1 et 
TRAF2/5, probablement par ubiquitinylation et/ou phosphorylation,  permettent à TRADD 
de recruter la procaspase-8 et/ou la procaspase-10 via FADD formant ainsi le complexe IIA 
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(Fig. 3) (283, 423). FADD et TRADD interagissent via leur DD tandis que FADD recrute 
la procaspase-8/10 et cFLIPL/S/R par l’intermédiaire d’une interaction impliquant les DED 
de ces molécules. C’est la compétition entre le recrutement des isoformes de cFLIP et de la 
procaspase-8 qui détermine l’issue de la signalisation du complexe IIA. L’expression des 
isoformes de cFLIP est induite par les voies de survie impliquant NF-κB et Akt (311, 423) 
alors que leur dégradation par le protéasome est favorisée par l’ubiquitine ligase E3 Itchy 
(ITCH) dont l’expression est stimulée par l’activation soutenue de JNK (Fig. 3) (52). En 
culture cellulaire, l’induction de l’apoptose par le TNFα requière généralement la présence 
de cycloheximide (CHX), un inhibiteur de la traduction. La CHX diminue l’expression des 
protéines à demi-vie courte comme cFLIPL et cFLIPS favorisant ainsi l’interaction de la 
procaspase-8 avec FADD et par conséquent l’apoptose (221). 
Le complexe IIB requière l’oligomérisation de RIP1 et de FADD pour induire 
l’activation de la procaspase-8 (Fig. 3) (423). La voie du complexe IIB peut-être inhibée 
par Smac et les « Smac mimétiques » qui provoquent l’auto-ubiquitinylation des cIAP1/2 et 
donc leur dégradation par le protéasome 26S. RIP1 se retrouve alors privé de 
l’ubiquitinylation activatrice normalement assurée par les cIAP1/2 et TRAF2/5 (410, 415). 
La formation du complexe IIB nécessite également l’intervention de la déubiquitinylase 
CYLD (cylindromatosis gene product) suggérant que la déubiquitinylation de RIP1 est 
requise pour son oligomérisation et son interaction avec FADD (Fig. 3). Contrairement au 
complexe IIA, le complexe IIB ne contient ni TRADD ni TRAF2/5. La délétion génique de 
TRADD facilite l’assemblage du complexe IIB confirmant que RIP1 peut interagir 
directement avec le TNFR1 pour transmettre un signal pro-apoptotique (326, 423).  
Le complexe IIA (TRADD/FADD/caspase-8) induit donc l’apoptose par une voie 
dépendant de TRADD pouvant être inhibée par cFLIP alors que le complexe IIB 
(RIP1/FADD/caspase-8) signale l’apoptose par une voie dépendant de RIP1 pouvant être 
inhibée par Smac et les « Smac mimétiques » (Fig. 3) (423). L’importance de chaque 
complexe II dans l’apoptose dépendrait du type cellulaire, notamment du niveau 
d’expression de RIP1, et du contexte de la cellule au moment de la stimulation du TNFR1. 
Quel que soit le complexe II formé, la procaspase-8 et éventuellement la 
procaspase-10 sont activées et déclenchent l’apoptose en clivant directement la caspase-3 
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(cellule de type I) et/ou en provoquant le clivage de Bid en tBid qui engage la voie 
apoptotique mitochondriale (cellule de type II) (Fig. 3).  
Plusieurs boucles d’amplification permettent de sensibiliser les cellules à 
l’apoptose. Par exemple, la caspase-8 clive RIP1 en position D324 ce qui inhibe l’induction 
de NF-κB par le fragment N-terminal de RIP1 et favorise l’interaction du fragment C-
terminal de RIP1 avec FADD et la procaspase-8 (258). L’activation de la voie intrinsèque 
conduit au disfonctionnement de la mitochondrie et à la production de ROS lesquels initient 
une boucle d’amplification du signal pro-apoptotique basée sur l’activation soutenue de 
JNK par les kinases ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1) et les MAPK kinases : 
MKK4 ou MKK7. La kinase JNK active ITCH, induit le clivage de Bid en jBid de manière 
indépendante de la caspase-8 et active d’autres protéines de la famille des Bcl-2 à domaine 
BH3 unique comme Bim et Bmf (Fig. 3) favorisant ainsi l’apoptose (rev. 86).  
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Figure 3 : Voies de signalisation induites par le TNFR1. 
Modèle des voies apoptotiques et non apoptotiques induites par la stimulation du récepteur 
de mort TNFR1 par le TNFα. Se référer au texte pour les détails mécanistiques.  
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1.2.5 L’apoptose déclenchée par les ARN double-brins viraux 
Les virus HSV produisent des ARN double-brins (ARNdb) qui s’accumulent dans 
les cellules infectées et qui peuvent être relâchés lors de la lyse des cellules hôtes (176, 
426). Ces ARNdb sont détectés par divers récepteurs qui activent la réponse innée 
antivirale induisant le déclenchement de l’apoptose et stimulant la production de cytokines 
ayant des effets antiviraux. Cette section décrira les voies de signalisation induites par la 
détection des ARNdb en insistant particulièrement sur l’apoptose en temps que réponse 
innée antivirale. 
1.2.5.1 Généralités 
Il y a une dizaine d’année, les mécanismes régissant la détection de l’infection 
virale et les réponses subséquentes étaient presque totalement inconnus. Aujourd’hui, il est 
bien accepté que le déclenchement de la réponse antivirale passe par la détection par les 
récepteurs PRR (pattern-recognition receptor) de molécules virales spécifiques nommées 
PAMP (pathogen-associated molecular pattern). Les ARNdb sont des PAMP produits par 
les virus à ARN positif et également par certains virus à ADN (adénovirus, virus de la 
vaccine, HSV-1 et HSV-2) suite à l’appariement d’ARN complémentaires issus de la 
transcription de séquences convergentes chevauchantes (153, 176, 426). Les ARNdb sont 
reconnus par plusieurs PRR dont le TLR3 (Toll-like receptor 3) et les RLR (RIG-I-like 
receptors), une famille d’hélicases à ARN comprenant notamment RIG-I (retinoic acid-
inducible gene 1) et MDA5 (melanoma differentiation-associated gene 5). Bien que non 
classée comme un PRR, la protéine kinase R (PKR) est aussi impliquée dans la 
reconnaissance des ARNdb.  
La stimulation des détecteurs cellulaires d’ARNdb déclenche deux mécanismes 
antiviraux : la réponse immune innée et l’apoptose. La réponse immune innée antivirale est 
initiée par des voies de signalisation menant à l’activation des facteurs de transcription NF-
κB, AP1 et IRF3 (interferon regulatory factor 3) qui stimulent notamment l’expression de 
cytokines inflammatoires (ex : TNFα et TRAIL), d’interleukines et d’interférons de type I 
(IFNα ou β) qui exercent des effets antiviraux directs ou indirects (rev. 199). L’apoptose en 
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tant que réponse antivirale a été peu étudiée en comparaison à la réponse immune innée 
antivirale. La détection d’ARNdb par le TLR3, les RLR et PKR entraine l’activation de la 
caspase-8 et dans plusieurs cas l’apoptose notamment dans les cellules HeLa utilisées dans 
notre étude (168, 169, 179, 186, 392, 425).  
1.2.5.2 Apoptose induite par la détection des ARN double-brins 
extracellulaires via le TLR3 
Lors de la lyse des cellules infectées, les ARNdb accumulés au cours de l’infection 
par les HSV (176, 426), sont probablement déversés dans le milieu cellulaire en même 
temps que les particules virales infectieuses. Ces ARNdb extracellulaires activent le TLR3 
qui induit une réponse immune innée antivirale ainsi que l’apoptose. 
1.2.5.2.1 Rôle, expression et localisation du TLR3 
Le TLR3 a été initialement identifié comme une molécule reconnaissant l’acide 
polyriboinosinique : polyribocytidylique (poly(I:C)), un analogue synthétique des ARNdb 
induisant une réponse antivirale caractérisée par la production d’IFN de type I et de 
cytokines inflammatoires, cette réponse étant absente chez les souris déficientes pour le 
TLR3 (3). Par la suite le TLR3 a été impliqué dans la reconnaissance de divers virus dont le 
virus de l’encéphalomyocardite (EMCV), le cytomégalovirus murin (MCMV) et  le virus 
syncytial respiratoire (RSV) (138, 149, 390). L’importance du TLR3 dans le contrôle d’une 
infection HSV a été mise en évidence par une étude démontrant que le risque 
d’encéphalites causées par HSV-1 est accru chez les individus porteurs d’une mutation 
ponctuelle dominante (P554S) du TLR3 (448). Cette étude montre que l’induction d’IFN de 
type I et de cytokines inflammatoires par le TLR3 est cruciale pour le développement d’une 
réponse antivirale primaire dans le système nerveux central lors d’une infection par HSV-1. 
Toutefois, une redondance dans les systèmes de réponse immune innée antivirale permet à 
ces patients de survivre à la plupart des infections virales (448).  
Le TLR3 est exprimé dans les fibroblastes et les cellules épithéliales dont les 
kératinocytes, lesquels constituent la première barrière contre les pathogènes (185, 224, 
225, 237, 271, 398). Le TLR3 est aussi fortement exprimé dans le système nerveux central 
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(SNC) puisque le récepteur est présent dans les neurones, les cellules microgliales, les 
astrocytes et oligodendrocytes (39, 40, 172, 173, 275, 331). Les cellules participant 
directement à la réponse innée antivirale contre les HSV telles que les cellules dendritiques 
myéloïdes, les macrophages et les cellules NK expriment également le TLR3 (185, 292, 
416). Dans la plupart des cellules, incluant les cellules dendritiques et les macrophages, le 
TLR3 est exprimé dans des vésicules intracellulaires à pH acide identifiées comme des 
endosomes précoces alors que les fibroblastes et les cellules épithéliales expriment le TLR3 
à la fois au niveau de la membrane cytoplasmique et dans les endosomes (81, 115, 270, 
271, 298).  
1.2.5.2.2 Réponse immune innée antivirale induite par le TLR3 
Le TLR3 est un récepteur transmembranaire constitué d’un domaine extracellulaire 
en forme de « fer à cheval » offrant une large surface de contact avec les ARNdb, d’un 
domaine transmembranaire et d’une queue cytosolique présentant un domaine TIR 
(Toll/interleukine-1 [IL-1] receptor) (27, 63). Selon de récents modèles mécanistiques, 
c’est l’association des ARNdb avec les TLR3 qui réorienterait les domaines TIR activant 
ainsi la signalisation intracellulaire (249). Le TLR3 activé recrute l’adaptateur TRIF 
(Toll/IL-1 receptor (TIR)-domain-containing adapter-inducing IFNβ, aussi nommé 
TICAM-1 : TIR domain-containing adapter molecule 1) via une interaction impliquant les 
domaines TIR des deux protéines (rev. 199, 307, 436). TRIF recrute alors TRAF3 qui 
induit la formation d’un complexe de signalisation comprenant les protéines TBK1 (TANK-
binding protein kinase 1), IKKε, TANK et NAP1 (NF-κB-activating kinase-associated 
protein 1) induisant la phosphorylation du facteur de transcription IRF3 (144, 303, 354). 
IRF3 phosphorylé dimérise et migre au noyau, induisant ainsi l’activation des promoteurs 
contrôlant l’expression d’IFNα/β (Fig. 4) (355).  
Par l’intermédiaire de TRIF, le TLR3 active également les facteurs de transcription 
NF-κB et AP1 stimulant l’expression d’IFN de type I et de cytokines inflammatoires (Fig. 
4). TRIF interagit avec RIP1 par l’intermédiaire de domaines RHIM (RIP homotypic 
interaction motif) présents au niveau de la région C-terminale de TRIF et dans le domaine 
intermédiaire de RIP1 (Fig. 4) (280). RIP1 subit une polyubiquitinylation de type lys63 
nécessaire à l’activation de NF-κB. L’adaptateur TRADD est également recruté par RIP1 ; 
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il participe à l’ubiquitinylation et à l’activation de RIP1 (101, 326). TRIF active également 
NF-κB en interagissant directement avec TRAF6, une ubiquitine ligase E3 (357). Ce 
complexe contenant TRIF, RIP1, TRADD, TRAF6 induit le recrutement de IKKγ (NEMO), 
TAK1, TAB2 et TAB3 (rev. 108). TAK1 induit la phosphorylation des kinases IKKα et 
IKKβ, lesquelles en retour phosphorylent l’inhibiteur de NF-κB, IκBα, qui sera dégradé 
permettant ainsi au facteur de transcription de migrer au noyaux (Fig. 4) (356, 366). La 
voie induite par le TLR3 menant à l’activation du facteur de transcription AP1 par p38, 
JNK et ERK1/2 est mal définie ; elle pourrait impliquer TAK1 (rev. 413).  
1.2.5.2.3 Induction de l’apoptose par le TLR3 
La fonction pro-apoptotique du TLR3 a été peu étudiée en comparaison de son 
implication dans la production de cytokines et d’IFN. Initialement, il a été montré en 
surexprimant TRIF dans diverses lignées cellulaires que cet adaptateur est l’unique protéine 
contenant un domaine TIR capable d’induire l’apoptose (147, 186, 344). L’activité pro-
apoptotique de TRIF requière l’interaction de TRIF avec RIP1 via leurs domaines RHIM 
respectifs (186). RIP1 interagit alors avec FADD pour initier le recrutement et l’activation 
de la caspase-8 suivit de l’induction de la caspase-3. Même si elle est probablement activée, 
la voie apoptotique mitochondriale n’est pas requise pour induire l’apoptose par la 
surexpression de TRIF (147, 186). Par la suite, il a été montré que le poly(I:C) peut induire 
l’apoptose dans de nombreuses lignées cellulaires cancéreuses mais ceci requière un 
traitement combiné avec de la cycloheximide (un inhibiteur de la synthèse protéique), de 
l’IFN ou des SMAC mimétiques (179, 349, 425). L’activation de la caspase-8 est 
l’événement principal conduisant à l’apoptose induite par le TLR3 dans les cellules HaCat 
et plusieurs lignées cellulaires dérivées de mélanome (425). L’ensemble de ces études 
supporte donc un modèle selon lequel le TLR3 induit l’apoptose via une voie impliquant 
TRIF, RIP1, FADD et la caspase-8. Toutefois, il a été montré qu’un traitement prolongé au 
poly(I:C) (supérieur à 24 h) induit l’apoptose de différentes cellules épithéliales issues de 
cancer du sein en activant la voie apoptotique intrinsèque via notamment la surexpression 
de Noxa (349). En plus de son rôle initiateur de l’apoptose, il a été rapporté que la caspase-
8 contribuerait à la cascade d’activation de NF-κB en réponse à la stimulation du TLR3 
(248, 382). 
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Figure 4 : Voies de signalisation induites par le TLR3. 
Modèle des voies de signalisation stimulées par le TLR3 entrainant l’apoptose, 
l’inflammation et la réponse à l’IFN de type 1. Se référer au texte pour les détails 
mécanistiques.  
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1.2.5.3 Apoptose induite par les ARN double-brins cytosoliques 
La transfection de poly(I:C) induit une réponse immune innée antivirale et 
l’apoptose en particulier dans les HeLa qui sont des cellules très sensibles à l’apoptose 
induite par le poly(I:C) transfectée (168, 169). Le poly(I:C) transfecté stimule plusieurs 
récepteurs cytosoliques dont les RLR (RIG-I-like receptor) et PKR (protein kinase double-
stranded RNA-dependent) mais le rôle précis que joue chacun de ces détecteurs d’ARNdb 
dans l’apoptose est encore source de débat.  
1.2.5.3.1 Détection cytosolique des ARNdb et signalisation par RIG-I et MDA5 
1.2.5.3.1.1 Rôles de RIG-I et MDA5 dans la réponse immune innée antivirale  
Les PRR connus responsables de la détection cytosolique des ARN viraux et du 
poly(I:C) sont les deux RLR (RIG-I-like receptor) : RIG-I et MDA5. Un troisième RLR, 
LGP2 (laboratory of genetic and physiology 2) (412), pourrait fonctionner comme un 
régulateur positif ou négatif de RIG-I et MDA5 dépendamment du type d’infection (342, 
437). L’utilisation de souris déficientes pour RIG-I ou MDA5 a démontré l’implication de 
ces RLR dans la production d’IFN en réponse au poly(I:C) ou à une infection virale ; ces 
travaux ont aussi montré que ces deux détecteurs sont stimulés par des virus différents 
(127, 196, 198). MDA5 et RIG-I ne détectent pas les mêmes ARNdb ce qui pourrait 
expliquer pourquoi leur spectre de détection virale diffère. En effet, RIG-I peut détecter de 
courts ARNdb bien que ses ligands principaux soient des ARN simple-brins à bases 
modifiées ; MDA5 est le principal détecteur cytosolique des ARNdb longs, structurés et 
ramifiés comme le poly(I:C) (159, 197, 324, 325, 348, 393). Le rôle de MDA5 et RIG-I 
dans la réponse immune innée antivirale a surtout été étudié lors d’infection par des virus à 
ARN. Néanmoins, plusieurs études ont démontré que les virus à ADN sont reconnus par la 
voie des RLR. Par exemple, la production d’IFN de type I par des fibroblastes et des 
macrophages infectés par HSV-1 implique les RLR et l’adaptateur IPS1 (IFNβ-promoter 
stimulator 1) (334, 335). 
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1.2.5.3.1.2 Réponse immune innée antivirale et apoptose induite par RIG-I et MDA5  
RIG-I et MDA5 sont composés de deux régions de type CARD localisées dans 
l’extrémité N-terminale du détecteur. Suivant leur activation, RIG-I et MDA5 recrutent, via 
leurs domaines CARD, IPS1 (IFNβ-promoter stimulator 1) aussi nommée CARDIF 
(CARD, adaptor inducing IFNβ), VISA (virus-induced signaling adaptor) ou MAVS 
(mitochondrial antiviral signaling) (Fig. 5) (200, 281, 364, 434). L’adaptateur IPS1 est 
localisé au niveau de la membrane extérieure de la mitochondrie (coté cytosol) grâce à son 
domaine TM (transmembrane domain) et interagit avec les RLR via son propre domaine 
CARD (364). IPS1 dirige l’activation d’IRF3, de NF-κB, d’AP1 et de la procaspases-8 en 
réponse à la stimulation des RLR (Fig. 5).  
La localisation mitochondriale et les multiples domaines d’interaction recensés sur 
IPS1 différencient la signalisation induite par les RLR de celle stimulée par le TLR3 bien 
que les deux voies présentent de nombreuses similitudes. Une étude récente a permis de 
clarifier la voie induite par IPS1 en démontrant le rôle crucial de TRADD dans cette 
signalisation (282). Quand RIG-I et MDA5 détectent des ARN viraux et interagissent avec 
IPS1, TRADD est recruté par IPS1. TRADD recrute alors TRAF2, RIP1 et FADD (Fig. 5) 
(200, 282). RIP1 ubiquitinylé orchestre le recrutement de IKKα, IKKβ et IKKγ qui 
conduisent à l’activation de NF-κB. Parallèlement, TRAF3 interagit directement avec IPS1 
et stimule TANK, TBK1, NAP1 et IKKε induisant la phosphorylation, dimérisation et 
translocation nucléaire de IRF3 (Fig. 5) (346). IPS1 stimule également une voie dépendante 
de TRAF6 et MEKK1 qui induit l’activation de NF-κB et des MAPK qui contrôlent à la 
fois la production de cytokines inflammatoires et d’IFN (Fig. 5) (438). FADD semble jouer 
un rôle prépondérant dans la réponse immune innée antivirale puisque des fibroblastes issus 
de d’embryon de souris (MEF, murine embryonic fibroblasts) déficientes en FADD 
présentent un production réduite d’IFNβ et de cytokines inflammatoires en réponse au 
poly(I:C) (20). Plus récemment, il a été montré qu’en réponse à la détection cytosolique de 
poly(I:C) par RIG-I/MDA5, FADD associé à IPS1 induit le recrutement et l’activation des 
caspases initiatrices 8 et 10 qui est essentielle pour induire la réponse inflammatoire 
dépendante de NF-κB (392).  
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Plusieurs travaux ont porté sur l’apoptose induite par la transfection de poly(I:C) et 
les voies RIG-I et MDA5. Deux études ont montré que les cellules HeLa transfectées avec 
du poly(I:C) sont éliminées par apoptose en moins de 4 h via la formation d’un complexe 
formé de TRADD, FADD et de la procaspase-8 qui conduit à l’activation de la caspase-8, 
laquelle entraine la stimulation subséquente des caspases 3, 7 et 9 (168, 169). Plus 
récemment, il a été montré que le poly(I:C) transfectée dans les HeLa induit l’apoptose non 
seulement via PKR mais également par l’intermédiaire d’IPS1 (272). Une étude récente a 
montré que la surexpression de IPS1 dans les HEK293 et les fibroblastes entraînait une 
apoptose dépendante des caspases via l’activation de la caspase-3 et de la caspase-9 (244). 
Une autre étude a montré que la surexpression de IPS1 dans les cellules HEK293 induisait 
une voie apoptotique caractérisée par l’induction des caspases 3, 8 et 9 (255). De plus, IPS1 
interagit avec FADD et la procaspase-8 ce qui conduit à l’activation de cette caspase 
initiatrice (255, 392). Ces études suggèrent donc que RIG-I et MAD5 induiraient l’apoptose 
par une voie déclenchée par la caspase-8. Toutefois, la localisation de IPS1 au niveau de la 
membrane mitochondriale est requise pour l’induction de l’apoptose suggérant que la voie 
apoptotique intrinsèque pourrait jouer un rôle dans l’activation de l’apoptose (244). 
Récemment, il a été montré que la transfection de poly(I:C) (ligand de MDA5) et d’ARN 
5’-triphosphate (ligand de RIGI), sur des périodes de 24 et 17 h respectivement, tue les 
cellules cancéreuses issus de mélanomes humains par la voie apoptotique mitochondriale 
(30). De plus cet article montre que la transfection de ligands pour MDA5 et RIGI 
stimulent, via une voie dépendant exclusivement de IPS1, l’expression de diverses 
protéines pro-apoptotiques à domaines BH3 unique dont Noxa qui s’avère être essentiel 
pour induire l’apoptose dans ces cellules expliquant pourquoi l’apoptose apparaît 
tardivement après la transfection. Ainsi, dépendamment des types cellulaires, les RLR 
pourraient induire l’apoptose par une voie rapide et dépendante de la caspase-8 (ex : HeLa) 
ou par une voie plus lente nécessitant la stimulation de gènes pro-apoptotiques impliqués 
dans la voie mitochondriale (ex : cellules issues de mélanome).  
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Figure 5 : Voies de signalisation induites par RIG-I et MDA5. 
Modèle des voies de signalisation stimulées par RIG-I et MDA5 entrainant l’apoptose, 
l’inflammation et la réponse à l’IFN de type 1. Se référer au texte pour les détails 
mécanistiques. 
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1.2.5.3.2 Détection cytosolique des ARNdb et signalisation induite par PKR 
La protéine kinase dépendante des ARNdb (PKR, protein kinase double-stranded 
RNA-dependent) est une protéine constitutivement exprimée dans les cellules de 
mammifères et son expression est stimulée par les IFN (337). PKR a fait l’objet de 
nombreuses études démontrant que cette protéine joue non seulement un rôle dans la 
réponse immune innée antivirale mais aussi dans la prolifération, la croissance et la 
différenciation cellulaire (64, 213, 241, 279, 323).  
PKR est une sérine-thréonine kinase composée d’un domaine kinase (KD) et de 
deux domaines de fixation aux ARNdb nommés dsRBD (double-stranded RNA binding 
domain) qui régulent son activité (278). PKR interagit avec les ARNdb indépendamment de 
leurs séquences mais leurs longueurs ou leurs structures modulent son activité. En effet, 
PKR est activée par des séquences d’ARN de plus de 33 pb dont le poly(I:C) transfecté et 
des ARNdb présentant une structure secondaires portant une extrémité 5’ triphosphate (31, 
267, 294, 449). En absence de stimulation, PKR se présente sous la forme d’un monomère 
inactif à cause de l’effet inhibiteur que le domaine dsRBD exerce sur le domaine kinase. 
Après fixation des ARNdb sur le site dsRBD, PKR change de structure, homodimérise puis 
s’autophosphoryle rapidement (Fig. 6). Le stabilisation du dimère assurée par 
phosphorylation permet d’induire l’activité kinase et la reconnaissance de substrats 
spécifiques (79, 85). Une fois activée, PKR induit la phosphorylation de plusieurs substrats 
dont la sous-unité alpha du facteur d’initiation de la traduction eIF2α (α-subunit of 
eukaryotic translation initiator factor). Ainsi, l’une des conséquences de l’accumulation 
d’ARNdb dans le cytoplasme de cellules infectées est l’inhibition de la traduction cellulaire 
et virale via la phosphorylation de eIF2α (19, 240, 241, 381). PKR active également le 
facteur de transcription NF-κB en activant le complexe IKK (formé de IKKα, IKKα et 
IKKγ) probablement par l’intermédiaire de RIP1 et des protéines TRAF2/5 (Fig. 6) (34, 
121, 125, 187, 442). Lors d’une infection virale, d’un traitement avec du poly(I:C) 
transfecté ou avec des ARNdb d’origine virale, PKR favorise la production d’IFN de type I 
initiée par la voie des RLR en activant IRF3 probablement via TRAF3 (272, 303). De plus, 
PKR peut activer les voies de signalisation impliquant les MAPK p38 et JNK par une voie 
impliquant IPS1 (128, 446). PKR peut aussi interagir et phosphoryler p53 sur le résidu 
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Ser392 ce qui entraine son activation (76, 77). De la sorte, PKR affecte l’expression de 
nombreux gènes contrôlant entre autre la survie cellulaire et l’apoptose (91, 141). 
L’inhibition de la synthèse protéique par PKR conduit à la disparition rapide de la cycline 
D1 et donc à l’arrêt du cycle cellulaire (336). 
Plusieurs études ont démontré que l’inhibition du facteur eIF2α par PKR induisait 
l’apoptose par blocage de la traduction (91, 122, 360, 378). Il a été montré que l’apoptose 
induite par PKR implique également l’activation de la procaspase-8 par FADD (Fig. 6) (18, 
123) ; néanmoins, le ou les adaptateurs reliant PKR et le complexe FADD / caspase-8 n’ont 
pas encore été identifiés. De plus, il est connu que la transfection de poly(I:C) dans les 
HeLa active PKR et induit l’apoptose via l’activation de la caspase-8 (168, 169, 272). 
Enfin, la surexpression de Bcl-2 ou d’homologue de Bcl-2 et l’utilisation d’inhibiteur de la 
caspase-9 bloquent en partie l’apoptose induite par PKR suggérant que la voie apoptotique 
mitochondriale est aussi impliquée (124, 242).  
Dans le contexte d’une infection avec les HSV, PKR joue un rôle primordial dans 
l’élimination du virus puisque la réplication virale est augmentée dans des cellules et chez 
des souris déficientes pour PKR (204, 245). De plus, l’importance de PKR est soulignée par 
le fait que les HSV encodent deux inhibiteurs de la voie induite par ce détecteur d’ARNdb : 
Us11 et ICPγ134.5. La protéine Us11 séquestre les ARNdb et interagit avec PKR de 
manière à bloquer son activation par les ARNdb (47, 208, 322). ICPγ134.5 recrute la 
protéine phosphatase 1α (PP1α) qui déphosphoryle eIF2α et permet le maintien de la 
synthèse protéique (65, 153). Les deux protéines, ICPγ134.5 et Us11, sont requises pour que 
des cellules infectées par HSV-1 résistent à l’arrêt de la traduction protéique induit par 
l’IFN (290).  
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Figure 6 : Voies de signalisation induites par PKR. 
Modèle des voies de signalisation stimulées par PKR entrainant l’apoptose, l’inflammation 
et la réponse à l’IFN de type 1. Se référer au texte pour les détails mécanistiques. 
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1.2.6 Apoptose et HSV  
L’élimination des cellules hôtes par apoptose constitue un mécanisme de défense 
antivirale permettant de limiter la réplication et la dissémination des virus au sein de 
l’organisme (216). Toutefois, de nombreux virus ont développé des stratégies anti-
apoptotiques originales afin de palier à l’élimination des cellules infectées; leurs études a 
d’ailleurs permis de faire progresser les connaissances des voies de l’apoptose et de la 
réponse innée antivirale (rev. 116). Les HSV ont développé de tels mécanismes anti-
apoptotiques qui protègent les cellules hôtes des signaux pro-apoptotiques engendrés par le 
processus d’infection lui-même (signaux intrinsèques) et de la réponse immune antivirale 
de l’hôte (signaux extrinsèques) (rev. 134). Quelques facteurs viraux aux propriétés anti-
apoptotiques ont été identifiés chez les HSV mais les mécanismes par lesquels ils agissent 
sont généralement méconnus.  
1.2.6.1 Induction de l’apoptose durant l’infection 
La première étude reliant l’infection au déclenchement de l’apoptose a montré que 
l’infection de cellules de type épithéliale Hep-2 avec HSV-1 en présence d’un inhibiteur de 
la traduction (CHX) causait l’apoptose des cellules infectées (215). Par la suite, il a été 
précisé que si la CHX est ajouté entre 0 et 3 heures post-infection (hpi), les cellules Hep-2 
infectées meurent par apoptose puisqu’elles présentent différentes caractéristiques de 
l’apoptose notamment un bourgeonnement membranaire, la perte du potentiel membranaire 
mitochondrial, fragmentation de l’ADN nucléaire et l’activation de la caspase-3 (9). En 
revanche, l’addition de CHX à 6 hpi ou plus tard n’entraîne pas la mort des cellules 
infectées (12). Les conclusions de ces études sont que les facteurs pro-apoptotiques 
induisent l’apoptose avant 3 hpi et que les facteurs anti-apoptotiques sont synthétisés dans 
la cellule infectée entre 3 et 6 hpi. Cette période critique durant laquelle les facteurs anti-
apoptotiques sont produits (entre 3 et 6 hpi) a été nommée fenêtre de prévention de 
l’apoptose. C’est durant cette fenêtre de prévention que sont produits les facteurs viraux qui 
protègent la cellule infectée de l’apoptose induite par l’infection elle-même (215) et par des 
signaux extrinsèques (135). Il est a noter qu’une infection par HSV-2 déclenche puis inhibe 
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l’apoptose selon une cinétique identique à celle observée durant une infection par HSV-1 
(8, 9, 13, 118, 215, rev. 217). 
Les causes du déclenchement du programme apoptotique durant le processus 
d’infection demeurent méconnues. Toutefois, une infection avec des virus HSV-1 
préalablement irradiés aux ultraviolets n’induit pas l’apoptose démontrant que la fixation 
d’HSV-1 aux récepteurs cellulaires impliqués dans l’attachement et la fusion, la 
translocation de la capside dans la cellule hôte, l’injection d’ADN viral dans le noyaux, la 
protéine αTIF/VP16 ou d’autres protéines de la particule virale ne sont pas impliquées dans 
l’induction de l’apoptose par HSV-1 (12, 353). Ces résultats suggèrent que l’expression des 
gènes très précoces qui a lieu entre 0 et 3 hpi est responsable de l’induction de l’apoptose 
dans les cellules infectées par les HSV. En utilisant des mutants de délétions pour les gènes 
très précoces, l’équipe de Blaho a cherché à identifier les gènes induisant l’apoptose durant 
une infection par HSV-1 (352). En présence de CHX, l’apoptose induite par une infection 
avec des mutants d’HSV-1 déficients pour ICP4, ICP22 ou ICP27 est similaire à celle 
observée lors d’une infection avec le virus sauvage combinée avec un traitement à la CHX 
(181, 305, 352, 377). En revanche, la délétion du gène codant pour ICP0 (mutant 7134) 
réduit drastiquement la capacité d’HSV-1 à induire l’apoptose (41, 352). Le virus HSV-1 
mutant d106 exprimant notamment ICP0 et la GFP mais pas les protéines très précoces 
ICP4, ICP22, ICP27 et ICP47 induit l’apoptose à un niveau similaire au virus sauvage 
suggérant qu'ICP0 est responsable de l'induction de l'apoptose (350, 352). De plus, 
l’expression individuelle d’ICP0 via un plasmide d’expression cause l’apoptose de cellules 
Hep-2 (352). Enfin, un virus mutant dont la traduction d’ICP0, mais pas la transcription, est 
inhibée via l’introduction d’une mutation non sens dans le cadre ouvert de lecture d’ICP0 
(mutant n212) induit l’apoptose des cellules infectées en présence de CHX. Cette étude 
montre que ce n’est pas la traduction d’ICP0 qui est requise pour l’induction de l’apoptose 
par HSV-1 mais sa transcription. L’analyse informatique de l’ARNm d’ICP0 a montré qu’il 
pouvait former des ARNdb qui pourraient alors induire l’apoptose en déclenchant les voies 
de détection des ARNdb (352). Étant donné que la délétion d’ICP0 ne fait pas disparaître 
totalement l’apoptose induite lors d’une infection par HSV-1 en présence de CHX, il est 
probable que d’autres facteurs pro-apoptotiques d’origine cellulaire ou virale soient 
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impliqués. Par exemple, il a récemment été montré qu’ICP27 exprimé de manière 
inductible dans les cellules HeLa active p38 et induit l’apoptose (126). 
1.2.6.2 Stimuli pro-apoptotiques extrinsèques durant l’infection 
Chez les individus immunocompétents, la résolution de la primo-infection ou des 
récurrences est assurée par la réponse immune innée antivirale (impliquant les cellules 
infectées elles-mêmes, les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules NK) qui 
favorise l’élimination des cellules infectées et l’établissement subséquent d’une réponse 
immune adaptative spécifique aux HSV (impliquant les lymphocytes T et B) (rev. 59). Que 
ce soit durant la latence, la phase de réactivation ou la phase de réplication productive, les 
cellules infectées par les HSV sont soumises à des cytokines et des ligands des récepteurs 
de mort qui jouent un rôle prépondérant dans la réponse immune innée et adaptative contre 
les HSV. Par exemple, durant la réactivation, les kératinocytes et les cellules épithéliales 
des muqueuses sont rapidement infiltrés par des cellules dendritiques, des macrophages, 
des lymphocytes T CD4+ et des lymphocytes T CD8+ sécrétant notamment du TNFα, du 
FasL ou de l’IFNγ (rev. 78, rev. 99, 285, 287, 295, 330, 452). Durant la latence, les 
neurones infectés sont également soumis aux cytokines (TNFα et IFNγ) produites par les 
cellules immunitaires infiltrées dans les ganglions (rev. 206, rev. 207, 287). L’activité 
antivirale de ces cytokines corrèle avec leurs capacités à induire l’apoptose (53, 171, 431).  
Il a été montré que le TNFα et le TNFR1 présentent une activité antivirale contre les 
HSV (57, 261). Le rôle du TNFα dans la résolution de l’infection a été mis en évidence par 
des études montrant que les taux d’encéphalite herpétique létale sont décuplés chez les 
souris déficientes pour le gène codant le TNFα ou le TNFR1 du fait de leurs incapacités à 
éliminer l’infection au niveau du système nerveux central (363, 414).  Le FasL joue 
également un rôle dans l’élimination de l’infection herpétique (90, 171). Il a été montré que 
les infections létales par HSV-2 sont plus nombreuses chez les souris déficientes pour Fas 
ou FasL par rapport aux souris sauvages (171).  De plus, l’activité pro-apoptotique du FasL 
issus des lymphocytes T cytotoxiques CD4+ joue un rôle primordial dans la lutte contre les 
infections herpétiques létales (171).  
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L’apoptose induite par l’infection a été observée in vitro dans les cellules 
transformées et les cellules tumorales ; en revanche, les cellules primaires testées jusqu’à 
présent se sont révélées être résistantes à l’apoptose induite par HSV-1 (10). Pourtant, 
l’apoptose des cellules infectées par HSV-1 ou HSV-2 a été observée dans les modèles 
animaux d’infection herpétique et chez l’homme (2, 5, 6, 82, 170, 308, 315). Comme 
observé in vitro, la sensibilité des cellules infectées à l’apoptose varie d’un type cellulaire à 
l’autre même in vivo. Ainsi, dans un modèle murin d’infection, il a été montré que 
l’activation de l’apoptose consécutive à une infection par HSV-1 ou HSV-2 varie d’un 
organe à l’autre et dépend du type cellulaire infecté (102). Par exemple, les cellules du 
cortex et de la médula des glandes surrénales sont très sensibles à l’infection et à l’apoptose 
induite par les HSV. Les cellules épithéliales de la cornée sont modérément sensibles à la 
fois à l’infection et à l’apoptose induite par HSV-1 et HSV-2 alors que les neurones des 
ganglions trigéminés sont très sensibles à l’infection mais peu à l’apoptose induite par ces 
virus (102). L’origine des signaux déclenchant l’apoptose des cellules infectés in vivo n’a 
pas été identifiée mais l’apoptose pourrait provenir du processus d’infection lui-même ou 
de facteur extrinsèques. Il est d’ailleurs intéressant de signaler que des cellules apoptotiques 
non infectées peuvent être observées chez les souris infectées avec les HSV confirmant que 
l’infection entraine la production de signaux pro-apoptotiques extrinsèques in vivo. 
1.2.6.3 Protéines anti-apoptotiques encodées par les HSV 
Malgré les multiples stimuli pro-apoptotiques issus de la réponse immune antivirale, 
les cellules infectées survivent suffisamment longtemps pour permettre la réplication des 
HSV. Plusieurs études montrent qu’une infection avec les HSV protège les cellules 
infectées de l’apoptose induite par des traitements au TNFα, FasL, granzyme B ou aux 
ultraviolets ; l’infection protège donc de nombreux stimuli apoptotiques rencontrés dans 
l’environnement de la cellule infectée (6, 118, 178, 218, 251, 441). Ces études suggèrent 
que les HSV encodent des protéines inhibant l’apoptose de manière directe ou par 
l’intermédiaire de protéines cellulaires dont plusieurs ont été identifiées (rev. 134). 
L’utilisation de virus déficients pour les gènes codant pour ICP4, ICP22 ou ICP27 a permis 
de montrer que ces protéines virales jouent un rôle dans la prévention de l’apoptose (9, 
250). Cependant, il n’a pas été déterminé si ces protéines ont un rôle anti-apoptotique direct 
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ou si ces régulateurs transcriptionnels modulent l’expression de gènes cellulaires ou viraux 
possédant des propriétés anti-apoptotiques. Par exemple, ICP27 influence la signalisation 
par p38, JNK et NF-κB (151, 209) et induit l’expression de la protéine virale Us5/gJ 
possédant des propriétés anti-apoptotiques (11).  
Les preuves d’une prévention directe de l’apoptose par des protéines virales ont été 
accumulées pour la glycoprotéine D (Us6/gD) d’HSV-1, la glycoprotéine J (Us5/gJ) 
d’HSV-1, la protéine Us3 d’HSV-1 et la R1 d’HSV-2. Toutefois, les mécanismes 
moléculaires impliquant ces protéines virales sont peu détaillés pour le moment. Us6/gD est 
un gène tardif encodant pour une glycoprotéine présente en abondance à la surface du 
virion (148) et requise pour l’entrée du virus (rev. 155, rev. 339). Un virus HSV-1 mutant 
nul pour Us6/gD a une capacité moindre à inhiber l’apoptose induite lors de l’infection 
virale (450, 451). En revanche, l’expression ectopique de Us6/gD inhibe l’apoptose induite 
par une infection avec le mutant HSV-1 nul pour Us6/gD et celle induite par Fas via un 
mécanisme inconnu activant NF-κB (276, 450). 
Us5/gJ est une glycoprotéine virale exprimée avec une cinétique tardive. Des 
cellules T (Jurkat) infectées avec un virus HSV-1 portant une délétion du gène encodant 
Us5/gJ meurent par apoptose (177). De plus, l’expression de Us5/gJ, via un plasmide 
d’expression, protège partiellement les cellules T de l’apoptose induite par Fas (177). 
Enfin, un vecteur d’expression encodant Us5/gJ inhibe l’apoptose induite lors d’une 
infection avec un mutant d’HSV-1 nul pour Us6/gD (450). 
Us3 est un gène tardif codant pour une sérine/thréonine kinase (341). Us3 inhibe 
l’apoptose induite lors d’une infection avec un virus HSV-1 déficient pour ICP4 ; de plus, 
une infection avec un virus nul pour Us3 induit une fragmentation de l’ADN caractéristique 
de l’apoptose (251). Plusieurs études ont montré que la protéine Us3 exprimée 
individuellement inhibait l’apoptose induite par l’expression des membres pro-apoptotiques 
de la famille des Bcl-2 notamment Bad, Bak et Bid probablement en phosphorylant ces 
derniers (45, 46, 291, 304). Plus récemment, il a été montré que Us3 inhibe l’apoptose 
induite par la surexpression de la procaspase-3 (29). Il est à souligner que puisqu’elles sont 
codées par des gènes tardifs, les protéines Us6/gD, Us5/gJ et Us3 sont produites après la 
fenêtre de prévention. Enfin, la R1 d’HSV-2 présente une fonction anti-apopototique qui 
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protège notamment les cellules épithéliales de l’apoptose induite par les récepteurs de mort 
(Fas et TNFR1) en inhibant l’activation de la procaspase-8 via un mécanisme restant à 
déterminer (voir la section spécifique à la R1 d’HSV) (230). 
1.3 Les ribonucléotides réductases  
Les ribonucléotides réductases (RR) sont des enzymes formées de deux sous-unités 
(dénommées R1 et R2) qui synthétisent les quatre déoxyribonucléotides triphosphates 
(dNTP) requis pour la réplication et la réparation de l’ADN en substituant le radical 2’-OH 
d’un ribonucléotide di ou triphosphate par un atome d’hydrogène. Bien que toutes les RR 
partagent un mécanisme catalytique commun, elles ont été séparées en trois groupes suivant 
la nature de leurs sous-unités et les cofacteurs utilisés pour la réaction de réduction (rev. 
301). La suite de cette section focalisera sur la classe Ia qui regroupe les RR de tous les 
organismes eucaryotes, de certaines bactéries comme Escherichia coli  (E. coli) et des virus 
à ADN comme les virus herpès. L’évolution moléculaire a permis à la sous-unité R1 des 
HSV d’acquérir, en plus de sa fonction RR, d’autres propriétés notamment une activité 
anti-apoptotique.  
1.3.1 La ribonucléotide réductase de E. coli et des mammifères  
L’élucidation de la structure tridimensionnelle des sous-unités de la RR d’E. coli a 
permis d’établir un modèle structural adaptable aux autres RR de classe Ia dont fait parti la 
RR des HSV (302, 401). La RR de classe Ia est composée de deux sous-unités R1 (α) et de 
deux sous-unités R2 (β) qui s’associent pour former un tétramère hétérodimérique (α2β2). 
La sous-unité R2 comprend un radical tyrosyl stabilisé par un centre diferrique qui est 
essentiel pour initier la réaction enzymatique au niveau du site catalytique de la R1 (rev. 
97). La sous-unité R1 comprend le site catalytique de l’enzyme et généralement deux sites 
de régulation allostérique qui assurent à la fois la régulation de la spécificité de substrat et 
l’activité de l’enzyme.  
L’activité générale de l’enzyme est contrôlée par le site d’activité dépendamment 
des niveaux de dATP et d’ATP. Quand l’ATP se fixe sur le site d’activité, la RR est activée 
tandis que la fixation du dATP inhibe l’activité enzymatique. Le mécanisme de régulation 
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allostérique permet également de réguler la spécificité de substrat et d’assurer une 
production équilibrée des désoxyribonucléotides via le site de spécificité. Ce dernier est 
régulé par les concentrations de dTTP, dGTP et ATP alors que le GTP n’influence pas 
l’activité enzymatique. Ainsi, en se fixant sur le site de spécificité, l’ATP stimule la 
réduction de CDP et de l’UDP. La fixation du dTTP induit la réduction du GDP et celle du 
dGTP stimule la réduction de l’ADP. Les acides aminés de la R1 principalement impliqués 
dans l’activité enzymatique sont : i) deux cystéines du coté N-terminal fournissant le 
groupe sulfhydryle au site actif, ii) trois cystéines à l’extrémité C-terminale impliquées 
dans le transfert du pouvoir réducteur au site actif, iii) deux tyrosines coté C-terminal 
impliquées dans le transfert d’électrons du radical tyrosyl de la R2 vers le site actif de la 
R1, iiii) la séquence définissant le site de fixation des nucléotides (GxGxxG) (rev. 301). La 
réaction de réduction requière un donneur d’électron extérieur qui est la thiorédoxine ou la 
glutarédoxine pour les enzymes de classe Ia. 
La RR des mammifères suit le modèle structurale et fonctionnel de celle d’E. coli. 
Néanmoins, l’expression des sous-unités de la RR des mammifères est régulée en fonction 
de l’état du cycle cellulaire. En effet, les sous-unités ne sont quasiment pas exprimées dans 
les cellules quiescentes (ex : les neurones) alors que leur expression est maximale durant la 
phase de synthèse de l’ADN (phase S) assurant ainsi une production de dNTP suffisante 
dans les cellules en division (rev. 338).  
1.3.2 La ribonucléotide réductase des virus herpès 
1.3.3 La ribonucléotide réductase des HSV 
L’analyse des séquences génomiques des virus herpès α et γ a montré l’existence de 
gènes viraux codant pour de nombreuses enzymes impliquées dans le métabolisme 
cellulaire des nucléotides dont des RR virales (rev. 158, 274). Les HSV peuvent donc 
infecter des cellules dépourvues de RR cellulaire puisqu’ils codent une RR virale 
fonctionnelle fournissant les dNTP nécessaires à la réplication de leur ADN (70, 165, 231). 
Des alignements de séquences ont révélé que les acides aminés essentiels à l’activité 
catalytique de la RR d’E. coli (5 cystéines, 2 tyrosines, domaine de fixation des 
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nucléotides : GxGxxG) sont très conservés chez la R1 d’HSV-1 (ICP6), la R1 d’HSV-2 
(ICP10) et la R1 humaine. Bien qu’appartenant à la classe Ia, la RR d’HSV présente des 
différences avec l’enzyme encodée par les cellules de mammifère et celle de E coli. En 
effet, elle n’est pas soumise à une régulation allostérique (14, 15, 233). De plus, 
contrairement à la R1 des mammifères qui est monomérique en absence de nucléotide, la 
R1 d’HSV est principalement dimérique (48, 166, 167, 193). Il est important de signaler 
que les sous-unités de la RR d’HSV ne peuvent pas s’associer avec les sous-unités 
cellulaires et n’interfèrent pas avec le cycle cellulaire (Chabaud S, Sasseville AMJ, 
Guilbault C, Massie B, Langelier Y, résultats non publiés 2002). Puisque les neurones 
n’expriment pas la RR cellulaire, la RR d’HSV joue un rôle primordial dans la pathogénèse 
virale in vivo : elle est essentielle à la réactivation virale dans les neurones infectés mais ne 
participe pas à l’établissement de la latence neuronale (37, 130, 131, 175). 
En plus du domaine RR qui occupe la majorité de la protéine, les R1 d’HSV 
présente une extension amino-terminale nommée domaine N-terminal qui pourrait interagir 
avec le domaine RR (73, 299, 387). Ce domaine d’environ 400 acides aminés n’est pas 
impliqué dans l’activité RR et constitue une caractéristique unique de la R1 d’HSV-1 et de 
celle d’HSV-2 (74). Le domaine N-terminal comprend également une séquence présentant 
des similitudes avec le domaine α-cristallin (ACD, alpha-crystallin domain) des protéines 
de choc thermique (Hsp, heat-shock protein) et joue un rôle dans le bon repliement de la R1 
(49). Il est à noter que la présence de nombreux acides aminés chargés dans l’extension N-
terminale confère à la R1 d’HSV la particularité de migrer sur gel dénaturant 
d’électrophorèse aux alentours de 140 kDa alors que son poids moléculaire réel est de 125 
kDa. La R2 d’HSV a un poids moléculaire de 38 kDa. La R1 d’HSV-2 pourrait être 
associée à la particule virale mature (373); toutefois, une étude plus récente a montré que la 
R1 d’HSV-1 (ICP6) n’est pas présente dans les virus matures (262). Des expériences 
d’immunofluorescence et d’expression de R1 couplée à la protéine fluorescente verte (GFP, 
green fluorescent protein) ont montré que la R1 d’HSV présente une localisation 
cytosolique diffuse alors que la R2 d’HSV se regroupe dans le cytoplasme en formant des 
foyers protéiques autour du noyau (49, 75). 
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Même si il est classé comme gène précoce, le gène UL39 codant pour la R1 d’HSV 
est exprimé durant la phase très précoce parce que son promoteur contient une séquence de 
fixation de l’activateur transcriptionnel α-TIF/VP16. Le gène UL40 codant pour la R2 
d’HSV est exprimé durant la phase précoce (84, 389, 432, 433). Il est important de signaler 
que la quantité d’HSV-2 R1 accumulée dans les cellules infectées est dix fois supérieure à 
celle nécessaire pour assurer la synthèse des dNTP requis pour la réplication de l’ADN 
viral (Lamarche N, Langelier Y, résultats non publiés 1993).  
1.3.3.1 La sous-unité R1 des HSV 
Afin d’étudier la fonction de la R1 d’HSV, le gène entier (mutant HSV-1 ICP6Δ) ou 
la partie codant pour le domaine RR (mutant HSV-1 hrR3) ont été supprimés du virus ce 
qui a permis de conclure en la nécessité de l’activité RR virale pour la pathogenèse et la 
réactivation des HSV (130, 132, 435). Toutefois, la présence d’une extension amino-
terminale unique à la R1 d’HSV ainsi que son expression précoce et en très grand excès 
suggéraient que les sous-unités R1 virales pouvaient présenter d’autres fonctions en plus de 
l’activité RR. 
En vue de cristalliser la R1 d’HSV, notre laboratoire a créé une protéine R1 
amputée d’une grande partie du domaine N-terminal [mutant R1∆(2-357)] dont 
l’expression via un système adénoviral s’est révélée être pro-apoptotique (269). Par la suite, 
de plus amples études sur l’apoptose induite par cette protéine ont permis de mettre à jour 
la fonction anti-apoptotique de la R1 d’HSV-2. Cette dernière est notamment capable 
d’inhiber l’apoptose induite par l’expression de la R1∆(2-357). De plus, la R1 d’HSV-2 
exprimée seule protège les cellules épithéliales (cellules HeLa et A549) de l’apoptose 
induite par le TNFα et le FasL (exprimé via un vecteur adénoviral) mais n’inhibe pas 
l’apoptose induite par des stimuli activant la voie apoptotique intrinsèque (sur-expression 
de Bax, staurosporine, etoposide) (230). Contrairement à la R1 d’HSV, la R1 cellulaire ne 
protège pas de l’apoptose induite par le TNFα (48). La R1 d’HSV-2 inhibe l’apoptose 
induite par les récepteurs de mort en agissant soit au niveau soit en amont de la 
procaspases-8 de manière à inhiber l’activation de cette caspase initiatrice par les récepteurs 
de mort (230). L’importance de la fonction anti-apoptotique a été confirmée en montrant 
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que la résistance à l’apoptose induite par le TNFα de cellules infectées avec des virus HSV-
1 déficients pour la R1 (HSV-1 ICP6∆ ou HSV-1 hrR3) était diminuée de 50 % par rapport 
à celle observée lors d’une infection avec la souche sauvage du virus (HSV-1 KOS) (230). 
Une grande partie du domaine N-terminal, y compris une partie du domaine α-cristallin, 
peut être supprimée sans affecter la fonction anti-apoptotique de la R1 (49). Toutefois, ces 
délétions compromettant le repliement et la solubilité de la protéine n’ont pas permis de 
délimiter avec précision la séquence du domaine N-terminal impliquée dans la fonction 
anti-apoptotique. En revanche, l’intégrité du domaine RR semble nécessaire pour la 
fonction anti-apoptotique de la R1 d’HSV-2. Enfin, la zone d’interaction entre la R1 et la 
R2 n’est pas impliquée suggérant que la co-expression des deux sous-unités de la RR 
durant le cycle lytique d’HSV-2 ne devrait pas inhiber l’activité anti-apoptotique de la R1 
d’HSV-2 (49).  
D’autres groupes ont confirmé l’activité anti-apoptotique de la R1 d’HSV-2. Une 
étude à montré que l’expression de la R1 d’HSV-2 protège les cellules Hep-2 de l’apoptose 
induite par le TNFα (146). En revanche, les cellules Jurkat, une lignée dérivée de cellules 
T, meurent par apoptose lorsqu’elles sont transfectées avec un vecteur d’expression codant 
la R1 d’HSV-2 ou lorsqu’elles sont infectées avec HSV-2 (146). Cette étude suggère que 
les propriétés anti-apoptotiques de la R1 d’HSV-2 pourraient varier dépendamment du type 
cellulaire. Une autre étude a montré que les cellules PC12 différenciées en neurones et des 
neurones primaires murins infectés avec HSV-2 ou transfectés avec un vecteur 
d’expression de la R1 d’HSV-2 sont protégés de l’apoptose induite par une privation en 
facteur de croissance neuronal (317).  
Le groupe d’Aurelian affirme depuis plusieurs années que le domaine N-terminal de 
la R1 d’HSV-2, mais pas celui de la R1 d’HSV-1, possède une activité protéine kinase (PK) 
(68, 69, 373). Toutefois, notre laboratoire et un autre groupe ont démontré que ni la R1 
d’HSV-2 (232) ni la R1 d’HSV-1 (72) possèdent une activité kinase intrinsèque ; par contre 
les deux protéines virales sont de bons substrats pour des protéines kinases cellulaires, 
comme la caséine kinase II, qui co-purifie avec la sous-unité R1 virale. L’équipe 
d’Aurelian supporte l’idée que la R1 d’HSV-2 exerce son activité anti-apoptotique en 
stimulant la voie de survie dépendante de ERK1/2 via sa supposée activité PK (164, 316, 
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318, 374, 420). L’activation de ERK1/2 par la R1 d’HSV-2 entraînerait la surexpression 
des protéines anti-apoptotiques Bag-1 (Bcl-2 associated athanogene 1) et XIAP, la 
stabilisation de Bcl-2, et la diminution de l’expression de Smac/DIABLO (316, 420).  
Une fonction de protéine chaperonne attribuée au domaine α-cristallin a également 
été démontrée biochimiquement pour la R1 d’HSV-2. Cette activité chaperonne est aussi 
efficace que celle d’Hsp27 (48). Il est intéressant de signaler que dans des cellules en 
croissance exponentielle (exprimant la RR cellulaire), la croissance du virus mutant ICP6∆ 
est sévèrement compromise à 39,5°C alors qu’elle est comparable au virus sauvage à 37°C. 
Ceci suggère que la fonction chaperonne de la R1 d’HSV-2 pourrait participer à l’efficacité 
de la production virale sous certaines conditions. Il est aussi possible que l’activité de 
chaperonne de la R1 puisse prévenir l’agrégation protéique durant la phase d’intense 
production des protéines virales. Au delà de son rôle dans la fonction de chaperon 
moléculaire, le domaine α-cristallin pourrait être impliqué dans l’oligomérisation des sous-
unités R1 et le bon repliement de la protéine mais son importance vis à vis de la fonction 
anti-apoptotique est inconnue. Il a aussi été montré que la R1 d’HSV-1 s’associe avec 
eIF4G pour induire la formation du complexe eIF4F nécessaire au recrutement de la sous-
unité 40S du ribosome à l’extrémité 5’ de l’ARNm des eucaryotes (421). Via son domaine 
N-terminal, la R1 d’HSV-1 agirait comme une chaperonne permettant l’assemblage du 
complexe eIF4F et stimulant ainsi la traduction dans les cellules infectées (421). 
1.3.4 Sous-unités R1 encodées par d’autres virus herpès 
Le génome des virus herpès γ comme par exemple celui d’EBV encode des sous-
unités R1 et R2 permettant de former une RR de classe Ia fonctionnelle (120). La R1 
d’EBV présente un domaine RR proche de celui de la R1 d’HSV ayant conservé les cinq 
cystéines et les deux tyrosines importantes pour l’activité RR ainsi que la séquence de 
fixation du nucléotide (GxGxxG) (rev. 246). En revanche, le domaine N-terminal de cette 
protéine est plus court que celui de la R1 d’HSV. Pour le moment, il n’a pas été publié 
d’étude démontrant un potentiel anti-apoptotique des R1 codées par les virus herpès 
gamma. 
  
49 
 
Parmi les virus herpès β, le CMV humain, le CMV murin et HHV-7 possèdent un 
cadre ouvert de lecture codant pour une sous-unité R1 mais ils n’encodent pas de sous-unité 
R2. La fonction de ces R1 n’est pas la réduction des déoxyribonucléotides puisque les 
résidus d’acides aminés essentiels à l’activité RR sont absents de ces protéines (384, 428). 
De plus, des analyses biochimiques ont confirmé que les R1 d’HHV-7 et du CMV murin ne 
présentent pas d’activité RR (247, 384). Il est peu probable que sous la pression évolutive 
les virus herpès β aient conservé des séquences codant pour des sous-unités R1 si ces 
protéines ne jouent pas un rôle dans la pathogenèse virale. En effet, la R1 du CMV murin 
(M45) présente une activité anti-apoptotique qui est essentielle à la croissance virale dans 
les cellules endothéliales cultivées in vitro et à la pathogenèse virale in vivo (38, 247). Deux 
études ont montré que M45 agissait comme un inhibiteur viral de RIP1. Une première étude 
a montré que M45 bloque l’activation de NF-κB et de p38 induite par le TNFR1 ainsi que 
l’activation de NF-κB consécutive à une stimulation du TLR3 (265). Une seconde étude a 
montré que M45 inhibe l’apoptose induite par le TNFα, la surexpression de TRIF ou une 
infection avec un MCMV déficient pour M45 (403). Toutefois, les conclusions des deux 
études concernant les domaines de M45 important pour la fonction d’inhibiteur viral de 
RIP1 diffèrent. L’une a conclu qu’un motif RHIM, localisé dans le domaine N-terminal, est 
nécessaire à la résistance contre l’apoptose induite par le TNFα et la surexpression de TRIF 
(403). L’autre étude a conclu que le domaine C-terminal (domaine RR) de M45 est requis 
pour inhiber l’activation de NF-κB induite par RIP1 alors que le domaine N-terminal n’est 
pas nécessaire (265). Une autre étude a montré que les cellules infectées avec des CMV 
humains déficients pour la R1 (UL45) sont plus sensibles à l’apoptose induite par la 
stimulation du récepteur Fas que les cellules infectées avec le virus sauvage suggérant que 
UL45 présente une fonction anti-apoptotique bien qu’elle diffère de M45 notamment par un 
domaine N-terminal plus court et l’absence de motif RHIM (312). 
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1.4 Objectifs et hypothèses du projet de recherche : 
Le premier objectif de cette thèse était d’étudier par quel mécanisme la R1 d’HSV-2 
et éventuellement la R1 d’HSV-1 inhibent l’apoptose induite par les récepteurs de mort 
(voies induites par le TNFα et le FasL). Pour cela nous avons émis les hypothèses 
suivantes : la R1 d’HSV-1 et la R1 d’HSV-2 bloqueraient l’apoptose induite par le TNFα et 
le FasL en modulant soit l’expression, soit la stabilité soit l’activité de protéines clés 
contrôlant directement ou non l’activation de la procaspase-8 par la voie apoptotique 
extrinsèque.  
Afin de tester nos hypothèses, les objectifs intermédiaires suivants ont été priorisés : 
• Vérifier si la R1 d’HSV-1, comme la R1 d’HSV-2, inhibe l’apoptose induite par le 
TNFα et FasL.  
• Déterminer l’impact de la R1 d’HSV sur l’activité, la synthèse et la stabilité des 
principales protéines possédant une activité pro ou anti-apoptotique impliquées dans 
la voie extrinsèque de l’apoptose. 
• Identifier les partenaires moléculaires de la R1 d’HSV-1 et de la R1 d’HSV-2 ainsi 
que l’impact de ces interactions sur la fonction anti-apoptotique. 
 
Le second objectif était de déterminer si les R1 d’HSV protègent les cellules 
infectées de l’apoptose induite par les ARNdb. Nous avons posé comme hypothèse que la 
R1 d’HSV pourrait inhiber l’apoptose induite par les ARNdb en bloquant l’activation de la 
procaspase-8. 
Afin de tester nos hypothèses, les objectifs intermédiaires suivants ont été priorisés : 
• Déterminer si une infection avec les HSV protège les cellules infectées de 
l’apoptose induite par le poly(I:C), un ARNdb synthétique. 
• Déterminer si la R1 d’HSV-1 et la R1 d’HSV-2 bloque l’activation de la caspase-8 
induite par le poly(I:C). 
• Identifier les partenaires moléculaires de la R1 d’HSV-1 et de la R1 d’HSV-2 ainsi 
que l’impact de ces interactions sur l’apoptose induite par le poly(I:C). 
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ABSTRACT 
HSV-2 R1, the R1 subunit (ICP10) of herpes simplex virus type-2 ribonucleotide 
reductase, protects cells by interrupting death receptor-mediated signaling at, or upstream 
of, caspase-8 activation. Here, we demonstrated that individually-expressed HSV-1 R1 
(ICP6) shares, with HSV-2 R1, the ability to protect cells against tumor necrosis factor-
alpha- and Fas ligand (FasL)-induced apoptosis. As the long-lived Fas protein remained 
stable during the early period of infection, we could establish that HSV-1 R1 is essential for 
the protection of HSV-1-infected cells against FasL. Investigation of the molecular 
mechanism underlying HSV-2 R1 protection showed that the extracellular-regulated kinase 
1/2 (ERK1/2) and the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K)/Akt pathways do not play an 
essential role in this function. Interaction studies revealed that HSV-1 R1 and HSV-2 R1 
interacted constitutively with caspase-8 when expressed either alone or with other viral 
genes during HSV infection. The HSV-2 R1 deletion mutant R1(1-834)-GFP and Epstein-
Barr virus (EBV) R1, which did not show antiapoptotic activity, did not interact with 
caspase-8, indicating that interaction is required for the antiapoptotic function. HSV-2 R1 
impaired caspase-8 activation induced by caspase-8 over-expression, suggesting that 
interaction between the two proteins prevents caspase-8 dimerization/activation. HSV-2 R1 
bound to caspase-8 directly through its prodomain but did not interact with either its 
caspase domain or Fas-associated death domain protein (FADD). Interaction between 
HSV-2 R1 and caspase-8 disrupted FADD-caspase-8 binding. Thus, early during the lytic 
cycle, HSV R1s act as viral inhibitors of apoptosis by directly binding to caspase-8 in a 
way that impairs its activation by death-receptor stimulation. 
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INTRODUCTION 
The tumor necrosis factor (TNF) superfamily of ligands, acting through cognate 
death receptors (DRs), plays a critical role in innate and adaptive immune responses to 
viruses. The antiviral activity of several of these ligands often correlates with their ability to 
induce apoptosis initiated by the triggering of DRs [1-3]. TNFα, which acts mainly through 
binding to TNF receptor 1 (TNFR1), has been reported to have antiviral activity against 
herpes simplex viruses (HSVs) [4,5]. HSV-1-infected mice knocked-out for TNFα develop 
HSV encephalitis due to an impaired immune response which fails to clear the virus from 
the brain [6]. Fas ligand (FasL), expressed on cytotoxic T lymphocytes and natural killer 
cells, is also important in the elimination of infected cells. Recently, Fas-mediated 
apoptosis of HSV-2-infected cells involving CD4+ cytotoxic T lymphocytes was shown to 
be crucial in mice defense against lethal infection [3]. The importance for HSVs to 
counteract DR activation is furthermore evidenced by the diverse strategies used by these 
viruses to block DR signaling pathways. At least 2 viral proteins, the ribonucleotide 
reductase (RR) R1 subunit of HSV-2 (HSV-2 R1) and the virion host shutoff protein (vhs), 
have been hypothesized to interfere with these pathways [7,8].  
Ligand binding to DRs triggers the recruitment of death domain (DD)-containing 
adaptor proteins to the DD of receptors, resulting in the formation of membrane-bound 
signaling complexes. Important differences exist between Fas and TNFR1 activation, not 
only in terms of signaling complexes but also function, Fas exhibiting mainly pro-apoptotic 
behavior, and TNFR1, mostly proinflammatory activity. Upon FasL-Fas binding, Fas-
induced apoptosis involves recruitment of the Fas-associated death domain protein FADD 
to Fas. Receptor-bound FADD forms a death-inducing signaling complex (DISC) with 
caspase-8. Aggregation of proteins in DISC initiates the cleavage of caspase 8 and triggers 
the caspase cascade [reviewed in 9]. Cellular FLICE-inhibitory protein (c-FLIP), by 
inhibiting the recruitment of caspase-8 to DISCs, negatively modulates the caspase cascade 
[10,11]. FLIP was originally identified as a viral gene, viral FLIP (v-FLIP), present in γ-
herpes viruses, such as equine herpes virus-2, herpes virus saimiri and human herpes virus-
8 (HHV-8) [reviewed in 12]. 
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TNFα-induced signaling involves the formation of 2 sequential signaling complexes 
[13,14]. Upon TNFα binding to TNFR1, a first complex consisting of TNFα receptor-
associated death domain protein (TRADD), Ser/Thr kinase receptor-interacting protein 1 
(RIP1) and TNFα receptor-associated factor 2 (TRAF2) is formed [reviewed in 15]. This 
membrane-associated complex (complex I) rapidly leads to the activation of nuclear factor-
κB (NF-κB), mitogen-activated protein kinase (MAPK), c-Jun NH2-terminal kinase (JNK), 
p38 MAPK and ERK1/2. Activation of these pathways stimulates the transcription of genes 
that regulate proliferation, inflammation or apoptosis, including the key antiapoptotic 
cellular inhibitor of apoptosis (cIAPs) and c-FLIP [reviewed in 16,17]. In a second step, 
TRADD and RIP1 form an intracellular complex (complex II) with FADD. FADD recruits 
caspase-8 by death-effector domain (DED) interaction, allowing the dimerization and 
activation of caspase-8 that initiates the apoptotic process [13,14]. The outcome of TNFR1 
stimulation depends on the balance between signals triggered by both complexes, the 
activation of NF-κB by complex I playing an essential role in protecting cells against 
apoptosis [18]. With several cell lines, such as HeLa cells, induction of apoptosis by TNFα 
critically depends on the presence of cycloheximide (CHX), which, by drastically reducing 
the levels of the short-lived proteins c-FLIPL and c-FLIPS, increases caspase-8-FADD 
interaction [10]. 
HSV RRs convert ribonucleotide diphosphates to corresponding 
deoxyribonucleotides, permitting HSV replication in non-dividing cells [19]. The 
association of 2 homodimeric subunits, denoted as R1 and R2, forms the holoenzyme. HSV 
R1s carry the RR domain and a unique NH2 domain of about 400 amino acids dispensable 
for RR activity [20,21]. Several non-RR related functions have been associated to HSV R1s 
[22,7,23,24]. The presence in the HSV R1s N terminus of a stretch exhibiting weak 
similarity with the α-crystallin domain of the small heat shock proteins (sHsps) led to the 
observation that HSV-2 R1 possesses a chaperone activity similar to Hsp27. Moreover, 
HSV-1 R1 promotes protein translation in growth-arrested cells by stimulating the 
assembly of translation initiation factors eIF4F likely through its molecular chaperone 
activity [22]. In addition to its RR activity, HSV-2 R1 exhibits antiapoptotic properties 
[24,7]. It has been proposed that HSV-2 R1 could impair apoptosis induced by the 
mitochondrial pathway by activation of the ERK1/2 pathway via a putative intrinsic protein 
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kinase activity associated to its NH2 domain [24]. However, extensive biochemical studies 
on HSV-1 R1 and HSV-2 R1 demonstrated that both proteins are devoid of intrinsic kinase 
activity [25,26]. We have shown that HSV-2 R1, when expressed alone, blocks DR-induced 
apoptosis but does not impair apoptosis triggered via the mitochondrial pathway [7]. The 
RR domain of HSV-2 R1 is essential for protection against TNFα-induced apoptosis, 
whereas the NH2 domain is dispensable [27]. The mechanism involved in antiapoptotic 
activity remains unknown, but HSV-2 R1, which interrupts DR-mediated signaling at, or 
upstream of, caspase-8 activation, does not act as an enzymatic inhibitor of active caspase-
8. The main objective of the present report was to better understand how HSV R1s behave 
at the molecular level to prevent TNFα- and FasL-induced apoptosis. 
Our observation that 2 HSV-1 R1 null mutants, ICP6∆ and hrR3, exhibited a 50% 
reduction in antiapoptotic potential against TNFα provided proof that HSV-1 R1 is 
important for protecting infected cells against this DR ligand. Additionally, as 50% of cells 
infected with R1 null mutants were resistant to TNFα, we postulated that other viral 
protein(s) contribute to protection. Since deletion of the vhs gene reduced antiapoptotic 
potential by 30%, we proposed that vhs protein, by decreasing the amount of DRs at the 
cell surface, could play a significant role in resistance [7]. Our hypothesis was later 
substantiated by the finding that, owing to the very short half-life of TNFR1 protein, vhs is 
involved in the rapid reduction of TNFR1 early after HSV-1 infection [8].  
Here, we demonstrate that individually-expressed HSV-1 R1 shares with HSV-2 R1 
the ability to protect cells against TNFα- and FasL-induced apoptosis. Since the level of the 
long-lived Fas protein [28] remains stable during the early period of infection, we tested 
FasL to better assess the importance of HSV-1 R1 in protecting HSV-infected cells against 
DR-induced apoptosis. Thus, we established that HSV-1 R1 is essential for the protection 
of HSV-1-infected cells against FasL. Investigation of the molecular mechanism underlying 
HSV R1 protection showed that HSV-1 R1 and HSV-2 R1 interact constitutively with 
caspase-8 when expressed either individually or with other viral genes during HSV 
infection. Evidence was provided that interaction between the 2 proteins impairs caspase-8 
dimerization/activation. The interaction between HSV-2 R1 and caspase-8 disrupts FADD-
caspase-8 binding. These results suggest that HSV R1s are viral caspase-8 inhibitors that 
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are functionally similar to viral inhibitor of caspase-8 activation (vICA), the UL36 gene 
product of human cytomegalovirus (CMV). 
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MATERIALS AND METHODS 
Cell lines : The conditions for culture of HeLa, A549-tTA and A549-tTA-HSV-R1-
GFP cells have already been described [27,7]. When cultured in the absence of 
anhydrotetracyclin (Tet), A549-tTA-HSV-R1-GFP cells express HSV-2 R1 fused to green 
fluorescent protein (GFP) [27].  
Infection : The previously-described adenovirus (Ad) recombinants AdCMV5-
GFP, AdCMV5-R1, AdTR5-GFP, AdTR5-R1-GFP and AdTR5-R1(1-834)-GFP express 
GFP, HSV-2 R1, GFP, HSV-2 R1-GFP and HSV-2 R1(1-834)-GFP, respectively [7]. HeLa 
cells (2 × 105 cells/well, 2.5 × 106 cells/100-mm dish) were infected at 15 plaque forming 
unit (PFU)/cell with AdCMV5-R1 or AdCMV5-GFP. A549-tTA cells (2.5 x 106 cells/100 
mm dish) were infected with AdTR5-R1-GFP (10 PFU/cell), AdTR5-R1(1-834)-GFP (50 
PFU/cell) or AdTR5-GFP (25 PFU/cell). For infection followed by transfection, HeLa cells 
(2 × 105 cells/well) were infected with AdCMV5-R1 or AdTR5-CuO (10 PFU/cell) for 8 h 
before transfection. For HSV infections, HeLa and A549-tTA cells (2.5 × 106 cells/100-mm 
dish) were infected at 10 PFU/cell with the HSV-1 R1 null mutant ICP6∆ [19] or its 
parental wild type (WT) HSV-1 strain KOS.  
Transfection : HeLa cells were seeded 1 day before transfection in 6-well plates at 
a concentration of 2 x 105 per well or in 100-mm dishes at 1.5 x 106 per dish. The calcium 
phosphate technique was used to transfect 10 µg per well and 50 µg per dish of the 
plasmids pAdCMV5 (empty), pAdCMV5-R1 (HSV-2 R1); pLBPF1-GST (GST), pLBPF1-
GST-R1 (GST-HSV-1 R1) (kindly provided by A. Pearson); pcDNA3 (empty), pcDNA3-
HA-EBV R1 (HA-EBV R1) [29]; pEGFP C1 (GFP) and plasmids encoding for caspase-8 
GFP (casp-8 GFP), caspase-8 C360S GFP (casp-8 C360S GFP), caspase-8 DED-AB (1-
209) GFP (casp-8 DED-AB GFP), caspase-8 CD (210-479) GFP (casp-8 CD GFP) and 
FADD YFP [30].  
Apoptosis and caspase assays : Apoptosis was induced by adding to the cellular 
medium either CHX (15 µg/ml; Sigma) alone as control or CHX (15 µg/ml) plus human 
recombinant TNFα (2.5 ng/ml; Sigma) or hexameric FasL (Fc:FasL, a human recombinant 
FasL fused at the C terminus of the Fc domain of IgG1) [31]. After 6 to 8 h of treatment, 
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the percentage of apoptotic cells was scored by microscopy in at least 5 randomly-selected 
fields, as described previously [7]. Attached and detached cells were then collected, washed 
twice in PBS and lysed with buffer appropriate for subsequent assays. Caspase-3/7 activity 
(DEVD-AFC cleavage) was measured [7]. 
Immunoprecipitation : After infection, transfection and/or treatment, attached and 
detached cells were collected, washed twice with PBS, and lysed at 4°C for 15 min in a 
buffer containing 0.5% Nonidet-P40, 0.5% Triton X-100, 50 mM Hepes (pH 7.5), 1 mM 
EDTA, 150 mM NaCl, 10% glycerol, protease inhibitor cocktail and phosphatase inhibitor 
cocktail (Roche), followed by centrifugation (10 min at 10,000 × g at 4°C). Lysates were 
pre-cleared by incubation with protein G Sepharose 4B beads (Amersham Biosciences) for 
2 h at 4°C, followed by centrifugation. Anti-GFP antiserum or caspase-8 monoclonal 
antibody (mAb) 1C15 (kindly provided by Marcus E. Peter [32]) was incubated with 
protein G Sepharose 4B beads for 2 h at 4°C. Pre-cleared lysates were incubated with 
antibody-coated beads for 2 h at 4°C. The beads were recovered by centrifugation, washed 
5 times with lysis buffer, and immunoprecipitated. Proteins were eluted by boiling in 
sodium dodecyl sulphate (SDS) sample-loading buffer. As controls, pre-cleared lysates 
were incubated for 2 h at 4°C with protein G Sepharose beads alone.  
In vitro interaction assays : Glutathione-S-transferase (GST), GST caspase-8 (GST 
casp-8) [33], GST caspase-8 DED-AB (amino acids 1-180) (GST casp-8 DED-AB) and 
GST caspase-8 CD (amino acids 181-478) (GST casp-8 CD) [34] were produced in 
Escherichia coli BL21DE3 after induction by isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (0.1 
mM) at 37°C. Recombinant GST fusion proteins were purified by affinity absorption with 
glutathione sepharose 4B beads (Amersham). GST fusion proteins pre-coupled to 
glutathione sepharose 4B beads (Amersham Biosciences) were incubated at 4°C for 1 h 
with 1 µg of HSV-2 R1 purified by peptidoaffinity from production in bacteria (pET-R1) or 
in human 293S cells (BM5-R1) [26]. The beads were recovered by centrifugation and 
washed 5 times. Bound proteins were eluted by boiling in SDS sample-loading buffer and 
immunoblotted with anti-R1 serum 168R1. 
Protein extraction and immunoblot analysis : Whole cell extracts were prepared 
by lysis in SDS buffer (2% SDS, protease inhibitor cocktail and phosphatase inhibitor 
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cocktail), followed by brief sonication and centrifugation. Conditions for cytosolic and 
nuclear protein fraction extraction have been described previously [35]. Protein content was 
analyzed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and immunoblotting [36]. mAbs 
against caspase-8 (1C12) and phospho-p42/44 ERK1/2 (Thr202/Tyr204; E10), and 
polyclonal antibodies against p42/44 ERK1/2, Akt, phospho-Akt (Thr308), JNK and 
phospho-JNK (Thr183/Tyr185), were from Cell Signaling Technology. mAbs directed 
against FADD (A66-2), TRADD (clone 37) and RIP1 (G322-2) were from BD 
Biosciences. Anti-TNFR1 (H-5), α-tubulin, IκBα (C-21), NF-κB p65 (C-21) and GFP (B-
2) mAbs were from Santa Cruz Biotechnologies. mAb AC15 against β-actin was from 
Abcam, and c-FLIP (NF6), from Alexis Biochemicals. Polyclonal anti-R1 serum 168R1 
and polyclonal anti-R2 serum P9 served for HSV R1s and HSV R2s detection, respectively 
[7,37]. Polyclonal antiserum against GFP was used for HSV-2 R1-GFP and GFP detection 
[27]. Immunoblotting was quantified with Quantity One software (Bio-Rad).  
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RESULTS 
 
HSV-1 R1 protects cells against TNFα- and FasL-induced apoptosis  
Indirect evidence that HSV-1 R1 contributes to the resistance of HSV-infected cells 
to CHX+TNFα came from our observation that deleting R1 in HSV-1 strain KOS 
decreased antiapoptotic potential by 50% [7]. To firmly establish that individually-
expressed HSV-1 R1 impairs apoptosis induced by TNFα or FasL, HeLa cells were 
transfected with an expression plasmid encoding HSV-1 R1 fused to GST or, for 
comparison, with an HSV-2 R1 expression plasmid. In these experiments, we also tested a 
plasmid encoding for EBV R1 (RR active). Treatments with CHX+TNFα or highly 
cytotoxic hexameric FasL (Fc:FasL [31]) were performed 48 h after transfection with 
ligand concentrations that induced apoptotic morphology in more than 95% of control cells. 
Caspase-8 activation was assessed by probing for the full-length and processed forms of 
caspase-8. Caspase-3/7 activation was quantified by in vitro enzymatic assay with DEVD-
AFC as substrate. As illustrated in Fig. 1a and 1b, the expression of either HSV-1 R1 or 
HSV-2 R1 did not activate caspase-8 and -3/7 whereas EBV R1 expression produced a 
small increase in caspase-3/7 activity (Fig. 1b), indicating that EBV R1 – but neither of the 
2 HSV R1s – was slightly proapoptotic in HeLa cells. Both HSV-1 R1 and HSV-2 R1 
greatly reduced caspase-8 and -3/7 activation produced by ligand treatment whereas EBV-
R1 did not (Fig. 1). These results demonstrate that the R1 of both types of HSVs but not 
that of EBV can protect cells against TNFα and FasL.  
 
HSV-1 R1 is essential for protection against activation of long-lived DR Fas by FasL 
To better assess the importance of HSV-1 R1 in protecting HSV-infected cells 
against DR-induced apoptosis, we sought to circumvent the problem associated with 
TNFR1 instability. As Fas has been described to have a longer half-life than TNFR1 [28], 
we first compared the fate of the 2 receptors after infection with WT HSV-1 KOS or its R1 
null mutant ICP6∆ [19]. As seen in Fig. 2a, TNFR1 in total cell lysates of KOS- and 
ICP6∆-infected HeLa cells decreased regularly from 2-h post-infection but, even at 8 h, it 
was still present, albeit at a very low level. The rate of TNFR1 disappearance was similar 
for both viruses, indicating that HSV-1 R1 does not affect the rate of TNFR1 reduction 
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(Fig. 2a). Most importantly, Fas level remained almost unaltered during the same period. 
The experiments were repeated with A549-tTA cells or with HSV-2 infection, and similar 
results were obtained (data not shown). CHX was employed to confirm that Fas has a much 
longer half-life than TNFR1 (>8 h versus ~1 h) (Fig. S1a) and that cells expressing very 
low TNFR1 levels can be sensitive to TNFα-induced apoptosis (Fig. S1b and S1c). Two 
conclusions can be drawn from these findings. First, even if TNFR1 protein level decreases 
drastically after HSV infection, it is still present at 8 h after infection. Second, protein 
stability appears to be a key determinant of the fate of DRs during HSV infection.  
As Fas levels remained unaltered during the first 8 h of infection, the effect of 
deleting the HSV-1 R1 gene on protection against FasL was studied by infecting HeLa cells 
with either WT KOS or ICP6∆. After 6 h of 50 µg/ml Fc:FasL exposure, more than 99% of 
the cells in mock- and ICP6∆-infected samples were apoptotic, as determined by 
morphological criteria, whereas less than 5% of them were apoptotic in KOS-infected 
samples. Examination of caspase-8 (Fig. 2b) and -3/7 (Fig. 2c) activation showed that 
protection against Fc:FasL was completely lost by deleting R1. For all the experiments 
involving ICP6Δ, exponentially growing cells were used to prevent the inhibition of 
translation of viral mRNAs, which would occur if the cells were growth-arrested [22]. 
Evidence that the synthesis of viral proteins was not impaired in our ICP6Δ-infected cells 
was obtained from the observation that the R2 subunit of HSV RR (Fig. 2a and 2b) and the 
infected cell polypeptide 0 (data not shown) accumulated at similar rate in cells infected 
with either KOS or ICP6Δ. This made unlikely the possibility that the antiapoptotic defect 
of ICP6Δ against FasL is related to a lower ability of the cells to support the synthesis of 
viral polypeptides. Together, these data clearly established that HSV-1 R1 is essential for 
protecting HSV-infected cells against FasL.  
 
Protection from TNFα-induced apoptosis does not require ERK1/2 or Akt activation  
The role of the ERK1/2 and PI3-K/Akt signaling pathways in controlling apoptosis 
is well-known [reviewed in 38,39], and it has been shown that ERK1/2 or PI3-K/Akt 
activation can confer resistance to ligands of the TNF superfamily [40,41]. Moreover, it has 
been reported that cells constitutively expressing HSV-2 R1 exhibit activation of the 
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ERK1/2 signaling pathway [42] and that such activation could be involved in HSV-2 R1 
antiapoptotic activity [24]. 
To study the effect of HSV-2 R1 on ERK1/2 and Akt phosphorylation, we first took 
advantage of our A549-tTA-HSV-R1-GFP cell line, in which expression of the chimeric 
protein HSV-2 R1-GFP is controlled by TR5, a Tet-responsive promoter. When these cells 
are kept in the OFF state in the presence of Tet, HSV-2 R1-GFP expression is shut down 
and the cells can be killed by CHX+TNFα treatment. Switching ON HSV-2 R1-GFP 
expression upon Tet removal for 24 h induces HSV-2 R1-GFP expression and full 
protection against TNFα- and FasL-induced apoptosis [27]. ERK1/2 and Akt activation was 
measured with antibodies recognizing the activated/phosphorylated forms of 
Thr202/Tyr204-ERK1/2 and Ser473-Akt in A549-tTA-HSV-R1-GFP cell extracts at 24 h 
after switching on HSV-2 R1 expression. As depicted in Fig. 3a, HSV-2 R1-GFP 
expression did not significantly affect the level of either phospho-ERK1/2 or phospho-Akt 
(similar data were obtained in 5 independent experiments). As this result was contradictory 
to the above-mentioned report of ERK1/2 activation in 293 cells, we examined the 
phospho-ERK1/2 level in 293 cells inducibly expressing HSV-2 R1 (293-rtTA-HSV-2-R1 
cells). Once again, we did not detect significant ERK1/2 activation after switching on HSV-
2 R1 expression (data not shown).  
TNFα is known to induce transient cell type-dependent activation of ERK1/2 [43]. 
To determine whether HSV-2 R1 could influence this transient activation, we investigated 
the effect of switching on HSV-2 R1-GFP expression for 48 h in A549-tTA-HSV-R1-GFP 
cells on the time course of TNFα-induced ERK1/2 phosphorylation. As expected, in cells 
kept in the OFF state, TNFα elicited an increase in ERK1/2 phosphorylation that peaked 
between 15 and 30 min after treatment (Fig. 3b). HSV-2 R1-GFP-expressing cells treated 
with CHX+TNFα exhibited a pattern similar to that of control cells in terms of level and 
time course of ERK1/2 phosphorylation (Fig. 3b).  
To further assess the involvement of the ERK1/2 pathway in HSV-2 R1 protection 
from TNFα-induced apoptosis, the impact of PD98059, a specific pharmacological 
inhibitor of mitogenic-extracellular signal-regulated kinase 1/2 (MEK1/2) [44], was 
examined. Measurements of caspase-3/7 activity revealed that the presence of PD98059 
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during CHX+TNFα treatment did not alter the protection afforded by HSV-2 R1 expression 
(Fig. 3c). The efficiency of the inhibitor was ascertained by showing that it caused the 
disappearance of basal phospho-ERK1/2 level in serum-starved cells (Fig. 3a) and a strong 
reduction of ERK1/2 phosphorylation induced by serum addition (Fig. 3c). Similar 
experiments with LY294002, a specific inhibitor of PI3-K [45], did not disclose any effect 
on HSV-2 R1 protection against TNFα-induced apoptosis (data not shown). Altogether, 
these results suggested that the MEK/ERK1/2 and PI3-K/Akt pathways do not play an 
essential role in HSV-2 R1 protection against TNFα. 
 
HSV-2 R1 does not act through NF-κB or JNK activation 
As HHV-8 v-FLIP/K13 protein, which can interfere with TNFα-induced apoptosis, 
exhibits the ability to constitutively activate NF-κB by interacting with IκB kinase complex 
(IKK) [12], we sought to determine whether HSV-2 R1 would similarly activate NF-κB 
signaling. Moreover, as complex I formation after TNFα stimulation is known to lead to the 
rapid degradation of IκB proteins and to the phosphorylation of NF-κB dimeric 
transcription factor, which translocates to the nucleus to activate many antiapoptotic genes 
[reviewed in 9], it was also interesting to study the effect of HSV-2 R1 on NF-κB activation 
by TNFα. To this end, we evaluated the impact of turning on HSV-2 R1-GFP expression in 
our A549-tTA-HSV-R1-GFP cells on IκB-α degradation (Fig. 4a) and phosphorylation of 
the major NF-κB subunit p65 on Ser536 (data not shown). Nuclear translocation of p65 was 
also examined both by cellular fractionation (Fig. 4a) and immunofluorescence staining 
(Fig. S2). The results showed that HSV-2 R1-GFP expression for 48 h did not either 
constitutively activate NF-κB or affect NF-κB activation by TNFα.  
After TNFα treatment, activation of the JNK pathway by complex 1 has been 
described as being either anti- or proapoptotic, depending on the cellular context [46]. Fig. 
4b illustrates that the TNFα-induced increase in JNK(Thr183/Tyr185) phosphorylation, 
which peaked at 30 min, was not influenced by HSV-2 R1-GFP expression. Altogether, 
these results suggested that the protection against TNFα-induced apoptosis afforded by 
HSV-2 R1 does not involve alteration in the NF-κB and JNK signaling pathways.  
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HSV-2 R1 does not modify the accumulation of Fas, FADD, TRADD, RIP1 and c-
FLIP 
Since we had demonstrated that HSV-2 R1 protects cells against TNFα-induced 
apoptosis at, or upstream of, caspase-8 activation [7], we examined whether HSV-2 R1 
expression could modify the accumulation of key proteins involved in the assembly of 
death complexes and consequently decrease cellular sensitivity to apoptosis. Using Ad 
recombinants to express HSV-2 R1 in HeLa cells, we analyzed TNFR1, Fas, TRADD, 
FADD, RIP1 and caspase-8 protein accumulation by immunoblotting either in the control 
condition or after DR activation with TNFα, CHX+TNFα or Fc:FasL. We did not detect 
any modification in Fas, FADD, TRADD, RIP1 or caspase-8 accumulation under HSV-2 
R1 expression in control, CHX- or TNFα-treated samples (Fig. 5). When exposed to 
CHX+TNFα or Fc:FasL for 8 h, more than 95% of cells, either mock- or AdCMV5-GFP-
infected, exhibited apoptotic morphology. This high level of apoptosis was clearly 
evidenced by a large decrease in p55/53 caspase-8 isoforms and the occurrence of its 
p43/41 and p18 cleaved isoforms (Fig. 5). With both ligands, HSV-2 R1 expression 
prevented the appearance of cells exhibiting apoptotic morphology (<5%) and inhibited 
caspase-8 cleavage without any effect on Fas, FADD and TRADD levels. As expected, 
HSV-2 R1 impaired the caspase-8-dependent cleavage of RIP1 (RIP1 p45) but not the 
decrease in TNFR1 seen with treatments containing CHX. These results indicated that 
HSV-2 R1 antiapoptotic activity did not involve a reduction of Fas, FADD, TRADD and 
RIP1 accumulation.  
Since c-FLIPL and c-FLIPS isoforms of c-FLIP are caspase-8 inhibitors known to 
have a high turnover [reviewed in 47], we next tested the hypothesis that HSV-2 R1 could 
increase their stability by studying the effect of HSV-2 R1 expression on c-FLIP 
accumulation. HSV-2 R1 did not alter c-FLIPL and c-FLIPS levels in control and TNFα-
treated samples (Fig. 5). When CHX was applied to inhibit the de novo synthesis of c-FLIP 
[48], it greatly reduced c-FLIPL and c-FLIPS levels, in the absence and presence of TNFα, 
but HSV-2 R1-GFP did not alter the effect of CHX (Fig. 5). As expected, HSV-2 R1 
impaired the caspase-8-dependent cleavage of c-FLIPL (c-FLIPL p43) seen in mock- and 
AdCMV5-GFP-infected cells treated with Fc:FasL. Similar results were obtained after 
induction of HSV-2 R1-GFP expression in A549-tTA-HSV-R1-GFP cells for 48 h (data not 
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shown). These findings demonstrated that HSV-2 R1 does not exert its antiapoptotic 
activity by altering the expression or stability of c-FLIP isoforms.  
 
Caspase-8 interacts with antiapoptotic HSV R1s but not with an HSV-2 R1 deletion 
mutant devoid of antiapoptotic activity or EBV R1  
Many antiapoptotic proteins, containing a DED or not, act at the level of death 
complex assembly by binding with one or more components of these death complexes 
[reviewed in 49]. Thus, we speculated that HSV R1s could interact with caspase-8 and/or 
FADD to prevent its activation by DR stimulation, as do other viral inhibitors of apoptosis 
[50,51]. The first indication for such an interaction came from size exclusion 
chromatography, showing that caspase-8 constitutively co-elutes in high-molecular-weight 
fractions with HSV-2 R1 (data not shown). 
To obtain direct evidence that HSV-2 R1 has the ability to interact physically with 
caspase-8 and/or FADD, co-immunoprecipitation experiments were performed with GFP-
tagged HSV-2 R1 expressed in A549-tTA cells after infection with Ad recombinant. 
AdTR5-GFP-infected cells served as controls for the presence of GFP-tag. To examine 
whether the interaction with caspase-8 correlates with the antiapoptotic function of HSV-2 
R1, we also used HSV-2 R1(1-834)-GFP, a deletion mutant devoid of antiapoptotic activity 
[27]. A549-tTA cells, either mock-, AdTR5-GFP-, AdTR5-R1(1-834)-GFP- or AdTR5-R1-
GFP-infected, were treated or not with CHX or CHX+TNFα for 8 h. Note that Ad infected 
cells did not show any apoptotic morphology in absence of apoptotic stimuli (data not 
shown). When treated with CHX+TNFα, ∼90% of mock-infected, GFP- or HSV-2 R1(1-
834)-GFP-expressing cells exhibited apoptotic morphology whereas HSV-2 R1-GFP-
expressing cells were fully protected (data not shown). These results were confirmed by the 
observation of a large decrease in caspase-8 (p55/53) level with a concomitant increase of 
p43/41 and p18 cleavage products of caspase-8 in all CHX+TNFα-treated cells except for 
HSV-2 R1-GFP-expressing cells (Fig. 6a, panel lysates). HSV-2 R1-GFP, HSV-2 R1(1-
834)-GFP and GFP were immunoprecipitated from lysates of A549-tTA-infected cells with 
anti-GFP antiserum (Fig. 6a, panels IP: GFP). Caspase-8 was immunoprecipitated from the 
same lysates with the mAb 1C15 (Fig. 6a, panels IP: casp-8). Immunoblot analyses were 
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performed with anti-GFP or anti-caspase-8 mAb 1C15. Full-length caspase-8 (casp-8 
p55/53) was detected in GFP immunoprecipitates from HSV-2 R1-GFP-expressing cells 
but not in control cells either mock- or GFP-infected (Fig. 6a, panels IP: GFP). Even 
though both HSV-2 R1-GFP and HSV-2 R1(1-834)-GFP were expressed at similar levels 
(Fig. 6a, panel lysates), the latter failed to co-precipitate with caspase-8, regardless of the 
treatment. In the reverse co-immunoprecipitation experiment, HSV-2 R1-GFP but not 
HSV-2 R1(1-834)-GFP was specifically detected in caspase-8 immunoprecipitates (Fig. 6a, 
panel IP: casp-8), the low amount of HSV-2 R1(1-834)-GFP seen in all R1(1-834)-GFP 
samples being due to the unspecific precipitation of mutant protein with beads (cf. ctl lane). 
Similar co-immunoprecipitation experiments, with A549-tTA-HSV-R1-GFP cells, 
confirmed the interaction between HSV-2 R1 and caspase-8 (data not shown). Additional 
caspase-8 immunoprecipitation experiments with the mAb 1C15 revealed that HSV-1 R1 
but not EBV R1 also interacts with caspase-8 (Fig. 6b). Taken together, these results 
demonstrate that HSV-1 R1 and HSV-2 R1 interact with caspase-8 whereas HSV-2 R1(1-
834)-GFP and EBV R1, 2 proteins devoid of antiapoptotic potential, do not.  
 
HSV-1 R1 and HSV-2 R1 interact with caspase-8 in the context of HSV infection  
We next sought to determine whether HSV R1s could interact with caspase-8 in the 
context of HSV infection. Our previous work revealed that protection against TNFα-
induced apoptosis plateaued around 8 h of infection with both types of HSV [7]. Hence, 
HeLa and A549-tTA cells were infected for 8 h with either HSV-1 or HSV-2, and caspase-
8 was immunoprecipitated with the anti-caspase-8 mAb 1C15. Immunoblot analyses with 
anti-R1 serum 168R1 revealed that both HSV-1 R1 and HSV-2 R1 interacted with caspase-
8 in the 2 cell lines tested (Fig. 6c). Altogether, these results indicate that HSV R1s can 
physiologically interact with caspase-8. 
 
HSV-2 R1 impairs apoptosis induced by caspase-8 over-expression 
It is well-known that caspase-8 over-expression induces apoptosis [52]. In this 
context, apoptosis is thought to be the outcome of caspase-8 dimerization through catalytic 
domain interaction, as single point mutants in the dimer interface, which are unable to 
  
69 
 
undergo dimerization, exhibit greatly reduced apoptosis induction [53]. To determine 
whether HSV-2 R1 could prevent apoptosis induced by caspase-8 over-expression, we 
tested a GFP-tagged version of caspase-8 (casp-8 GFP) (Fig. 7a) previously shown to 
efficiently induce apoptosis in HeLa cells [30]. Observations by fluorescence microscopy at 
24 h following casp-8 GFP transfection showed that all the GFP-positive cells in control 
dishes (mock-infected or pre-infected with an empty control Ad recombinant) were 
rounded up and floating in the medium (Fig. 7b). In these detached cells, the fluorescence 
was seen as diffuse throughout apoptotic bodies and blebs, as well as concentrated in large 
aggregates (Fig. 7b, photographs). In sharp contrast, when cells had been infected with 
AdCMV5-R1 prior to transfection, more than 40% of GFP-positive cells remained adherent 
with healthy morphology (Fig. 7b). In these adherent cells, fluorescence appeared diffuse 
throughout the cytoplasm, as reported in conditions where apoptosis induced by casp-8 
GFP was inhibited by z-VAD-fmk. Immunoblotting with anti-GFP antibody showed that 
casp-8 GFP (~85 kDa) was nearly completely absent in control cells, which accumulated 
the processed casp-8 p10 GFP product (~42 kDa) (Fig. 7b). Strikingly, cells expressing 
HSV-2 R1 accumulated high levels of unprocessed casp-8 GFP (Fig. 7b), indicating that 
HSV-2 R1 can impair casp-8 GFP activation. To determine whether casp-8 GFP interacted 
with HSV-2 R1 as did endogenous caspase-8, cells were infected with AdCMV5-R1 and 12 
h later transfected with a plasmid encoding catalytically-inactive caspase-8 C360S GFP 
(casp-8 C360S GFP) (depicted in Fig. 7a) to avoid caspase-8 autoprocessing. 
Immunoprecipitation with anti-GFP antiserum showed that HSV-2 R1 co-
immunoprecipitated with casp-8 C360S GFP, as expected (Fig. 7c). The results 
demonstrating that HSV-2 R1 impairs caspase-8 activation induced by its over-expression 
suggested that the interaction between the two proteins impedes caspase-8 dimerization. 
 
HSV-2 R1 interacts directly with caspase-8, and the DEDs of caspase-8 are essential 
for this interaction  
As purified HSV-2 R1 does not inhibit active recombinant human caspase-8, which 
consists of the processed caspase domain [7], we hypothesized that it interacts with the 
DEDs of caspase-8. To ascertain that, 2 caspase-8 deletion mutants C-terminally fused to 
GFP (casp-8 DED-AB GFP and casp-8 CD GFP depicted in Fig. 7a) were tested. In 
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addition, to determine whether the interaction was specific to caspase-8 DEDs, FADD 
fused to YFP (FADD YFP, Fig. 7a) was included in the analysis. Immunoprecipitation with 
anti-GFP antiserum showed that HSV-2 R1 co-immunoprecipitated with casp-8 DED-AB 
GFP, but not with casp-8 CD GFP or with FADD YFP (Fig. 7c). Consistent with these 
results, we also observed that HSV-2 R1 could block the formation of previously-described 
[30] cytoplasmic filaments in casp-8 DED-AB GFP-expressing cells but not those seen in 
FADD YFP-expressing cells (Fig. S3). Our findings suggested that HSV-2 R1 could 
interact with DED-AB of caspase-8 in a way that inhibits the formation of filaments but not 
with the DED of FADD or with the caspase domain of caspase-8.  
To better establish that HSV-2 R1 interacted with casp-8 DED-AB, GST pull-down 
experiments were performed with GST-tagged deletion mutants of caspase-8 produced in 
E. coli and with purified HSV-2 R1 produced in either bacteria (pET-R1) or human cells 
(BM5-R1). Purified HSV-2 R1, whether produced in bacteria or in mammalian cells, could 
be efficiently pulled-down with either GST casp-8 or GST casp-8 DED-AB but not with 
GST casp-8 CD (Fig. 7d). These results demonstrated not only that HSV-2 R1 directly 
interacts with DED-AB of caspase-8, without requiring additional cofactors, but also that 
eukaryotic post-translational modifications of HSV-2 R1 are not required for the 
interaction.  
 
Binding of HSV-2 R1 to caspase-8 disrupts FADD-caspase-8 interaction  
To gain additional insight into the mechanism by which HSV R1 interaction with 
caspase-8 prevented its activation, we investigated whether HSV-2 R1 could affect the 
interaction between caspase-8 and FADD. Towards this end, HeLa cells were infected with 
AdCMV5-R1 or an empty Ad recombinant for 16 h before transfecting GFP or casp-8 
C360S GFP to avoid caspase-8 autoprocessing. As expected, when immunoprecipitation 
was performed with anti-GFP antiserum, FADD co-precipitated with casp-8 C360S GFP 
but not with GFP (Fig. 7e). When cells were infected with AdCMV5-R1 prior to 
transfection, the interaction between FADD and casp-8 C360S GFP was greatly reduced 
and HSV-2 R1 was present in the immunoprecipitate. This result indicated that HSV-2 R1 
binding to caspase-8 disrupts FADD-caspase-8 interaction.  
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DISCUSSION 
Apoptosis triggered by stimulation of DRs is important in the host response to viral 
infection. To counteract host defense mechanisms, viruses have evolved several molecular 
strategies to prevent caspase-8 activation after DR stimulation through the acquisition of 
proteins that act on different targets in this pathway [51,54-56]. Several reports have 
indicated that HSVs can efficiently block apoptosis induced by DR activation [reviewed in 
57]. In this regard, 2 HSV genes were proposed to play important roles: the R1 subunit of 
HSV-2 RR which, expressed on its own, protects epithelial cells against TNFα- and FasL-
induced apoptosis by interrupting DR-mediated signaling at, or upstream of, caspase-8 
activation [7,27], and the vhs gene which, by destroying TNFR1 mRNA, impairs the 
replenishment of short-half-life TNFR1 [8]. Here, we report 3 main findings on the 
antiapoptotic activity of HSV R1s. First, HSV-1 R1 like HSV-2 R1 has the ability to 
protect cells against TNFα and FasL. Second, HSV-1 R1 is essential for protecting infected 
cells against FasL. Third, HSV R1s and caspase-8 interact in a way that inhibits the 
dimerization/activation of caspase-8. 
Infection experiments with 2 HSV-1 R1 deletion mutants (hrR3 and ICP6∆) have 
suggested that the R1 of HSV-1, like that of HSV-2, could contribute to prevent TNFα-
induced apoptosis of HSV-infected cells [7,27]. The present work demonstrates that HSV-1 
R1, expressed individually, can, like HSV-2 R1, protect cells from TNFα- or FasL-induced 
apoptosis. This result agrees with our mapping of the antiapoptotic domain of HSV-2 R1, 
which indicates that it is highly conserved between both types of HSV (95% similarity 
[27]). Conversely, protection from TNFα is not an attribute of R1 of the γ-herpes virus 
EBV, at least in the experimental conditions tested here. This deficiency could be related to 
the absence of a putative α-crystallin domain in the shorter EBV R1, a domain important 
for HSV-2 R1 antiapoptotic activity [23]. It is noteworthy that until now protection from 
TNFα has been observed only for another herpes virus R1, that of murine ß-herpes virus 
CMV, also named M45 [reviewed in 58].  
After HSV-1 and HSV-2 infection, protection against TNFα-induced apoptosis 
appeared early after the beginning of infection in parallel with HSV R1 synthesis, 
indicating an important role for the protein in this protection [7]. However, during the same 
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period, there is a rapid decrease of TNFR1 from HSV-1- and HSV-2-infected cells (Fig. 2a 
and [8]), which should also contribute to TNFα resistance. By pre-treating cells with CHX, 
we were able to mimic the TNFR1 decrease seen during HSV infection and to provide 
evidence that such a reduction might not contribute significantly to TNFα resistance during 
the first 8 h of infection. It is currently unknown why infected cells exhibiting barely 
detectable levels of TNFR1 could still be highly sensitive to TNFα, but the reason could be 
that low levels of TNFR1 are sufficient to trigger apoptosis or that TNFα signals through 
TNFR2 or through a third, unknown TNFR. The existence of such an unknown TNF 
receptor was invoked to explain how TNFα could protect against fatal HSV-1 encephalitis 
in TNFR1−/− TNFR2−/− mice [59]. Nevertheless, these findings reinforced our previous 
conclusion that HSV-2 R1 plays a more preponderant role than vhs in TNFα resistance 
early during the lytic cycle [7]. Moreover, from the observation that HSV infection does not 
affect Fas levels, we were able to show that HSV-1 R1 is essential in protecting HSV-1-
infected epithelial cells against FasL. This demonstration is important not only because of 
the magnitude of the effect seen with the R1 deletion mutant but also because Fc:FasL was 
used without CHX, a more physiological treatment than CHX+TNFα. The importance of 
protection against TNF family cytokines in HSV pathogenesis remains to be determined. A 
recent report that Fas-FasL signaling is important in protecting mice against HSV-2 
lethality suggests that HSV R1 could contribute to increase virus replication by 
counteracting this immune system mechanism [3].  
Since some viral antiapoptotic proteins have been found to target the ERK1/2 and 
Akt signaling pathways, including HSV-2 R1 [24], it was important to evaluate whether 
they could be involved in the antiapoptotic activity of HSV-2 R1. Three lines of evidence 
strongly argue against any effect of HSV-2 R1 on ERK1/2 and PI3-K/Akt pathways in the 
protection against TNFα. Firstly, HSV-2 R1 expression at a level sufficient to confer full 
protection against TNFα-induced apoptosis did not significantly affect ERK1/2 or Akt 
phosphorylation. Secondly, HSV-2 R1 did not modify the transient activation of ERK1/2 
induced by TNFα. Thirdly, suppression of the ERK1/2 or Akt pathways with specific 
biochemical inhibitors did not influence HSV-2 R1 protection against TNFα-induced 
apoptosis. Our observation that the inducible expression of HSV-2 R1 did not increase 
ERK1/2 phosphorylation contrasts with previous reports that 293 or PC12 cells stably 
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expressing HSV-2 R1 exhibit a higher level of ERK1/2 phosphorylation than their parental 
counterparts [42,60]. As we have been unable to detect any increase in ERK1/2 
phosphorylation upon inducible HSV-2 R1 expression in 293 cells, we have ruled out, as an 
explanation for this discrepancy, that the effect could be cell type-specific. It is possible 
that the higher constitutive ERK1/2 phosphorylation, previously observed in 293 cells 
stably expressing HSV-2 R1, could be due to clonal variation. Indeed, it is well-known that 
several established cell lines exhibit high constitutive ERK1/2 phosphorylation whereas 
others do not [61]. 
HSV R1 protection against DR-induced apoptosis differs from viral strategies 
affecting the expression or stability of critical proteins implicated in DR signaling 
[62,63,56,64]. Indeed, HSV-2 R1 does not affect either the expression of c-FLIP isoforms 
or their stability. Furthermore, HSV-2 R1 does not modify the expression of TNFR1, 
TRADD, FADD, RIP1 and caspase-8. HSV-2 R1 does not constitutively activate NF-κB 
and JNK or alter the activation of NF-κB and JNK by TNFα. Such observations not only 
indicate that these pathways are not involved in protection from TNFα but also strongly 
suggest that HSV-2 R1 does not interfere with the TNFα-induced formation of complex I, 
since assembly of the complex is required for early NF-κB, JNK or ERK1/2 
phosphorylation. In this respect, HSV-2 R1 differs from HHV-8 v-FLIP/K13 that 
constitutively activates the canonical NF-κB pathway by interacting with IKKγ [12]. 
Even if sequences of HSV R1s do not present similarities with c- or v-FLIP, we 
speculated that HSV R1s could interact with caspase-8 to prevent its activation by DR 
stimulation, as do other viral inhibitors of apoptosis [50,51]. Immunoprecipitation 
experiments confirmed that both individually-expressed HSV-1 and HSV-2 R1 interact 
with caspase-8 with or without treatment with DR ligands, demonstrating that the 
interaction is constitutive. Moreover, interaction between HSV R1s and caspase-8 could be 
detected with extracts of HSV-1- and HSV-2-infected cells, supporting a role for this 
interaction in the resistance of HSV-infected cells to DR-induced apoptosis [65,7]. HSV-2 
R1 binding to caspase-8 appears indispensable for the antiapoptotic activity of HSV-2 R1 
since the deletion mutant HSV-2 R1(1-834)-GFP, which is devoid of antiapoptotic activity 
[27], does not interact with caspase-8. Moreover, EBV R1, which does not show 
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antiapoptotic potential in our experimental system, does not interact with caspase-8. The 
data, obtained with 2 series of caspase-8 deletion mutants, showed that HSV-2 R1 interacts 
with the 2 tandem DED-containing prodomains of caspase-8 but not with the caspase 
domain of caspase-8. This is in agreement with the observation that HSV-2 R1 does not 
protect cells against caspase-8 CD GFP-induced apoptosis (F. Dufour and Y. Langelier, 
unpublished observations) and with our previous finding that purified HSV-2 R1 does not 
inhibit the protease activity of active caspase-8, which contains only the caspase domain 
[7]. More importantly, the use of purified proteins in GST pull-down experiments 
demonstrated that HSV-2 R1 interaction with either full-length caspase-8 or caspase-8 
DED-AB is direct and does not require additional molecules. Also, as the interaction still 
occurred when both proteins were produced and purified from bacteria, it can be concluded 
that post-translational modifications specific to mammalian cells are not necessary for 
binding. Altogether, these data firmly establish that HSV R1s, by interacting constitutively 
and directly with caspase-8, prevent its activation. A similar mechanism of action has been 
described for vICA, the UL36 gene product of human CMV that is also conserved in all 
CMV genome sequenced to date [66]. Like HSV R1s, vICA suppresses TNFα- and FasL-
induced apoptosis but appears to marginally inhibit cell death induced by cytotoxic drugs 
activating the mitochondrial apoptosis pathway [51,7]. Even though HSV-2 R1 and vICA 
do not exhibit sequence similarity, both proteins associate with caspase-8 in the absence of 
DR activation and interact with the caspase-8 prodomain.  
Since dimerization is a precondition for self-processing and caspase-8 activity [67], 
we speculated that HSV R1s could interact with caspase-8 in a way that inhibits this event. 
Supporting our hypothesis, we found that HSV-2 R1 protects cells against apoptosis 
induced by over-expression of GFP-tagged caspase-8 that is triggered by 
dimerization/activation of the over-expressed zymogen [52]. In the case of TNFα- or FasL-
induced apoptosis, complex II or DISC drives dimerization and activation of monomeric 
caspase-8 via FADD [14,13]. Since HSV-2 R1 interacts with the DEDs of caspase-8 and 
FADD contains a DED involved in both FADD self-association and caspase-8 interaction 
[68], we investigated putative interaction between FADD and HSV-2 R1. We have been 
unable to detect, by co-immunoprecipitation, any interaction between HSV-2 R1 and 
endogenous or over-expressed FADD, indicating that the interaction is specific to the 
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tandem DEDs contained in the caspase-8 prodomain. A recent report identified the caspase-
8-specific binding surface on FADD and suggested preferential interaction of caspase-8 
DED-B with FADD DED [68]. Since HSV-2 R1 interacts with the caspase-8 prodomain, it 
is conceivable that oligomerized HSV-2 R1 could sterically hinder the site of caspase-8 
interaction with FADD DED. Supporting this hypothesis, we found that the interaction 
between over-expressed casp-8 C360S GFP and endogenous FADD is inhibited when 
HSV-2 R1 is expressed. It remains to be determined whether HSV R1s inhibit the 
recruitment of caspase-8 to the assembled complex II or DISC. 
Extensive studies have uncovered several antiapoptotic proteins in the herpes 
viruses family, several of them being FLIP or Bcl-2 homologues [reviewed in 69]. HSV 
R1s differ structurally and functionally from these inhibitors. Indeed, HSV R1s belong with 
vICA to a new class of viral antiapoptotic proteins that interact directly and constitutively 
with caspase-8 in a way that inhibits its activation. Finally, we can speculate that, in 
addition to counteracting DR-induced apoptosis, HSV R1s could inhibit apoptosis evoked 
by other signals that trigger caspase-8 activation during HSV infection. This function could 
be particularly important in certain types of cells as it has been shown recently that both c-
FLIPL and c-FLIPS are degraded during HSV infection [71].  
 
Acknowledgments 
This work was supported by Canadian Institutes of Health Research Grant NRF #67052. 
We thank Angela Pearson, Andrew D. Badley, Marcus E. Peter and Joseph S. Pagano for 
their kind gifts of plasmids and antibodies, Sandra Weller for the generous donation of 
ICP6∆, Pascal Schneider for its kind gift of Fc:FasL, and W. Edward C. Bradley as well as 
Richard Bertrand for critical manuscript editing. This is National Research Council of 
Canada publication. 
 
Conflict of interest 
The authors declare that they have no conflict of interest. 
 
  
76 
 
REFERENCES 
1. Wong GH, Tartaglia LA, Lee MS, Goeddel DV (1992) Antiviral activity of tumor 
necrosis factor is signaled through the 55-kDa type I TNF receptor [corrected]. J Immunol 
149 (10):3350-3353 
2. Chawla-Sarkar M, Lindner DJ, Liu YF, Williams BR, Sen GC, Silverman RH, Borden 
EC (2003) Apoptosis and interferons: role of interferon-stimulated genes as mediators of 
apoptosis. Apoptosis 8 (3):237-249. 
3. Ishikawa T, Yamada H, Oyamada A, Goshima F, Nishiyama Y, Yoshikai Y (2009) 
Protective role of Fas-FasL signaling in lethal infection with herpes simplex virus type 2 in 
mice. J Virol 83 (22):11777-11783. 
4. Lokensgard JR, Hu S, Sheng W, vanOijen M, Cox D, Cheeran MC, Peterson PK (2001) 
Robust expression of TNF-alpha, IL-1beta, RANTES, and IP-10 by human microglial cells 
during nonproductive infection with herpes simplex virus. J Neurovirol 7 (3):208-219. 
5. Chen SH, Oakes JE, Lausch RN (1994) Synergistic anti-herpes effect of TNF-alpha and 
IFN-gamma in human corneal epithelial cells compared with that in corneal fibroblasts. 
Antiviral Res 25 (3-4):201-213. 
6. Sergerie Y, Rivest S, Boivin G (2007) Tumor necrosis factor-alpha and interleukin-1 
beta play a critical role in the resistance against lethal herpes simplex virus encephalitis. J 
Infect Dis 196 (6):853-860.  
7. Langelier Y, Bergeron S, Chabaud S, Lippens J, Guilbault C, Sasseville AM, Denis S, 
Mosser DD, Massie B (2002) The R1 subunit of herpes simplex virus ribonucleotide 
reductase protects cells against apoptosis at, or upstream of, caspase-8 activation. J Gen 
Virol 83 (Pt 11):2779-2789 
8. Liang L, Roizman B (2006) Herpes simplex virus 1 precludes replenishment of the short-
lived receptor of tumor necrosis factor alpha by virion host shutoff-dependent degradation 
of its mRNA. J Virol 80 (15):7756-7759.  
9. Wilson NS, Dixit V, Ashkenazi A (2009) Death receptor signal transducers: nodes of 
coordination in immune signaling networks. Nat Immunol 10 (4):348-355.  
10. Kreuz S, Siegmund D, Scheurich P, Wajant H (2001) NF-kappaB inducers upregulate 
cFLIP, a cycloheximide-sensitive inhibitor of death receptor signaling. Mol Cell Biol 21 
(12):3964-3973. 
  
77 
 
11. Krueger A, Schmitz I, Baumann S, Krammer PH, Kirchhoff S (2001) Cellular FLICE-
inhibitory protein splice variants inhibit different steps of caspase-8 activation at the CD95 
death-inducing signaling complex. J Biol Chem 276 (23):20633-20640. 
12. Bagneris C, Ageichik AV, Cronin N, Wallace B, Collins M, Boshoff C, Waksman G, 
Barrett T (2008) Crystal structure of a vFlip-IKKgamma complex: insights into viral 
activation of the IKK signalosome. Mol Cell 30 (5):620-631.  
13. Micheau O, Tschopp J (2003) Induction of TNF receptor I-mediated apoptosis via two 
sequential signaling complexes. Cell 114 (2):181-190. 
14. Harper N, Hughes M, MacFarlane M, Cohen GM (2003) Fas-associated death domain 
protein and caspase-8 are not recruited to the tumor necrosis factor receptor 1 signaling 
complex during tumor necrosis factor-induced apoptosis. J Biol Chem 278 (28):25534-
25541. 
15. Thorburn A (2004) Death receptor-induced cell killing. Cell Signal 16 (2):139-144 
16. Wajant H, Pfizenmaier K, Scheurich P (2003) Tumor necrosis factor signaling. Cell 
Death Differ 10 (1):45-65. 
17. Muppidi JR, Tschopp J, Siegel RM (2004) Life and death decisions: secondary 
complexes and lipid rafts in TNF receptor family signal transduction. Immunity 21 (4):461-
465.  
18. Wang CY, Mayo MW, Korneluk RG, Goeddel DV, Baldwin AS, Jr. (1998) NF-kappaB 
antiapoptosis: induction of TRAF1 and TRAF2 and c-IAP1 and c-IAP2 to suppress 
caspase-8 activation. Science 281 (5383):1680-1683. 
19. Goldstein DJ, Weller SK (1988) Factor(s) present in herpes simplex virus type 1-
infected cells can compensate for the loss of the large subunit of the viral ribonucleotide 
reductase: characterization of an ICP6 deletion mutant. Virology 166 (1):41-51. 
20. Ingemarson R, Lankinen H (1987) The herpes simplex virus type 1 ribonucleotide 
reductase is a tight complex of the type alpha 2 beta 2 composed of 40K and 140K proteins, 
of which the latter shows multiple forms due to proteolysis. Virology 156 (2):417-422. 
21. Swain MA, Galloway DA (1986) Herpes simplex virus specifies two subunits of 
ribonucleotide reductase encoded by 3'-coterminal transcripts. J Virol 57 (3):802-808. 
22. Walsh D, Mohr I (2006) Assembly of an active translation initiation factor complex by 
a viral protein. Genes Dev 20 (4):461-472.  
  
78 
 
23. Chabaud S, Lambert H, Sasseville AM, Lavoie H, Guilbault C, Massie B, Landry J, 
Langelier Y (2003) The R1 subunit of herpes simplex virus ribonucleotide reductase has 
chaperone-like activity similar to Hsp27. FEBS Lett 545 (2-3):213-218. 
24. Perkins D, Pereira EF, Gober M, Yarowsky PJ, Aurelian L (2002) The herpes simplex 
virus type 2 R1 protein kinase (ICP10 PK) blocks apoptosis in hippocampal neurons, 
involving activation of the MEK/MAPK survival pathway. J Virol 76 (3):1435-1449. 
25. Conner J (1999) The unique N terminus of herpes simplex virus type 1 ribonucleotide 
reductase large subunit is phosphorylated by casein kinase 2, which may have a homologue 
in Escherichia coli. J Gen Virol 80 ( Pt 6):1471-1476. 
26. Langelier Y, Champoux L, Hamel M, Guilbault C, Lamarche N, Gaudreau P, Massie B 
(1998) The R1 subunit of herpes simplex virus ribonucleotide reductase is a good substrate 
for host cell protein kinases but is not itself a protein kinase. J Biol Chem 273 (3):1435-
1443. 
27. Chabaud S, Sasseville AM, Elahi SM, Caron A, Dufour F, Massie B, Langelier Y 
(2007) The ribonucleotide reductase domain of the R1 subunit of herpes simplex virus type 
2 ribonucleotide reductase is essential for R1 antiapoptotic function. J Gen Virol 88 (Pt 
2):384-394. 
28. Neznanov N, Chumakov KP, Ullrich A, Agol VI, Gudkov AV (2002) Unstable 
receptors disappear from cell surface during poliovirus infection. Med Sci Monit 8 
(10):BR391-396. 
29. Whitehurst CB, Ning S, Bentz GL, Dufour F, Gershburg E, Shackelford J, Langelier Y, 
Pagano JS (2009) The EBV Deubiquitinating Enzyme, BPLF1, Reduces EBV 
Ribonucleotide Reductase Activity. J Virol.  
30. Siegel RM, Martin DA, Zheng L, Ng SY, Bertin J, Cohen J, Lenardo MJ (1998) Death-
effector filaments: novel cytoplasmic structures that recruit caspases and trigger apoptosis. 
J Cell Biol 141 (5):1243-1253. 
31. Holler N, Tardivel A, Kovacsovics-Bankowski M, Hertig S, Gaide O, Martinon F, 
Tinel A, Deperthes D, Calderara S, Schulthess T, Engel J, Schneider P, Tschopp J (2003) 
Two adjacent trimeric Fas ligands are required for Fas signaling and formation of a death-
inducing signaling complex. Mol Cell Biol 23 (4):1428-1440. 
  
79 
 
32. Scaffidi C, Medema JP, Krammer PH, Peter ME (1997) FLICE is predominantly 
expressed as two functionally active isoforms, caspase-8/a and caspase-8/b. J Biol Chem 
272 (43):26953-26958. 
33. Nie Z, Phenix BN, Lum JJ, Alam A, Lynch DH, Beckett B, Krammer PH, Sekaly RP, 
Badley AD (2002) HIV-1 protease processes procaspase 8 to cause mitochondrial release of 
cytochrome c, caspase cleavage and nuclear fragmentation. Cell Death Differ 9 (11):1172-
1184.  
34. Medema JP, Scaffidi C, Krammer PH, Peter ME (1998) Bcl-xL acts downstream of 
caspase-8 activation by the CD95 death-inducing signaling complex. J Biol Chem 273 
(6):3388-3393. 
35. Peant B, Diallo JS, Dufour F, Le Page C, Delvoye N, Saad F, Mes-Masson AM (2009) 
Over-expression of IkappaB-kinase-epsilon (IKKepsilon/IKKi) induces secretion of 
inflammatory cytokines in prostate cancer cell lines. Prostate 69 (7):706-718.  
36. Lamarche N, Matton G, Massie B, Fontecave M, Atta M, Dumas F, Gaudreau P, 
Langelier Y (1996) Production of the R2 subunit of ribonucleotide reductase from herpes 
simplex virus with prokaryotic and eukaryotic expression systems: higher activity of R2 
produced by eukaryotic cells related to higher iron-binding capacity. Biochem J 320 ( Pt 
1):129-135. 
37. Cohen EA, Gaudreau P, Brazeau P, Langelier Y (1986) Neutralization of herpes 
simplex virus ribonucleotide reductase activity by an oligopeptide-induced antiserum 
directed against subunit H2. J Virol 60 (3):1130-1133. 
38. Kyriakis JM, Avruch J (2001) Mammalian mitogen-activated protein kinase signal 
transduction pathways activated by stress and inflammation. Physiol Rev 81 (2):807-869. 
39. Osaki M, Oshimura M, Ito H (2004) PI3K-Akt pathway: its functions and alterations in 
human cancer. Apoptosis 9 (6):667-676. 
40. Dida F, Li Y, Iwao A, Deguchi T, Azuma E, Komada Y (2008) Resistance to TRAIL-
induced apoptosis caused by constitutional phosphorylation of Akt and PTEN in acute 
lymphoblastic leukemia cells. Exp Hematol 36 (10):1343-1353.  
41. Pucci B, Indelicato M, Paradisi V, Reali V, Pellegrini L, Aventaggiato M, Karpinich 
NO, Fini M, Russo MA, Farber JL, Tafani M (2009) ERK-1 MAP kinase prevents TNF-
induced apoptosis through bad phosphorylation and inhibition of Bax translocation in HeLa 
Cells. J Cell Biochem 108 (5):1166-1174.  
  
80 
 
42. Hunter JC, Smith CC, Bose D, Kulka M, Broderick R, Aurelian L (1995) Intracellular 
internalization and signaling pathways triggered by the large subunit of HSV-2 
ribonucleotide reductase (ICP10). Virology 210 (2):345-360. 
43. Luschen S, Falk M, Scherer G, Ussat S, Paulsen M, Adam-Klages S (2005) The Fas-
associated death domain protein/caspase-8/c-FLIP signaling pathway is involved in TNF-
induced activation of ERK. Exp Cell Res 310 (1):33-42.  
44. Alessi DR, Cuenda A, Cohen P, Dudley DT, Saltiel AR (1995) PD 098059 is a specific 
inhibitor of the activation of mitogen-activated protein kinase kinase in vitro and in vivo. J 
Biol Chem 270 (46):27489-27494. 
45. Vlahos CJ, Matter WF, Hui KY, Brown RF (1994) A specific inhibitor of 
phosphatidylinositol 3-kinase, 2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one 
(LY294002). J Biol Chem 269 (7):5241-5248. 
46. Liu J, Lin A (2005) Role of JNK activation in apoptosis: a double-edged sword. Cell 
Res 15 (1):36-42. 
47. Yu JW, Shi Y (2008) FLIP and the death effector domain family. Oncogene 27 
(48):6216-6227.  
48. Wajant H, Haas E, Schwenzer R, Muhlenbeck F, Kreuz S, Schubert G, Grell M, Smith 
C, Scheurich P (2000) Inhibition of death receptor-mediated gene induction by a 
cycloheximide-sensitive factor occurs at the level of or upstream of Fas-associated death 
domain protein (FADD). J Biol Chem 275 (32):24357-24366. 
49. Hay S, Kannourakis G (2002) A time to kill: viral manipulation of the cell death 
program. J Gen Virol 83 (Pt 7):1547-1564. 
50. Bertin J, Armstrong RC, Ottilie S, Martin DA, Wang Y, Banks S, Wang GH, Senkevich 
TG, Alnemri ES, Moss B, Lenardo MJ, Tomaselli KJ, Cohen JI (1997) Death effector 
domain-containing herpesvirus and poxvirus proteins inhibit both Fas- and TNFR1-induced 
apoptosis. Proc Natl Acad Sci U S A 94 (4):1172-1176. 
51. Skaletskaya A, Bartle LM, Chittenden T, McCormick AL, Mocarski ES, Goldmacher 
VS (2001) A cytomegalovirus-encoded inhibitor of apoptosis that suppresses caspase-8 
activation. Proc Natl Acad Sci U S A 98 (14):7829-7834. 
52. Fernandes-Alnemri T, Armstrong RC, Krebs J, Srinivasula SM, Wang L, Bullrich F, 
Fritz LC, Trapani JA, Tomaselli KJ, Litwack G, Alnemri ES (1996) In vitro activation of 
  
81 
 
CPP32 and Mch3 by Mch4, a novel human apoptotic cysteine protease containing two 
FADD-like domains. Proc Natl Acad Sci U S A 93 (15):7464-7469. 
53. Chen M, Orozco A, Spencer DM, Wang J (2002) Activation of initiator caspases 
through a stable dimeric intermediate. J Biol Chem 277 (52):50761-50767.  
54. Tewari M, Dixit VM (1995) Fas- and tumor necrosis factor-induced apoptosis is 
inhibited by the poxvirus crmA gene product. J Biol Chem 270 (7):3255-3260. 
55. Thome M, Schneider P, Hofmann K, Fickenscher H, Meinl E, Neipel F, Mattmann C, 
Burns K, Bodmer JL, Schroter M, Scaffidi C, Krammer PH, Peter ME, Tschopp J (1997) 
Viral FLICE-inhibitory proteins (FLIPs) prevent apoptosis induced by death receptors. 
Nature 386 (6624):517-521. 
56. Saito K, Meyer K, Warner R, Basu A, Ray RB, Ray R (2006) Hepatitis C virus core 
protein inhibits tumor necrosis factor alpha-mediated apoptosis by a protective effect 
involving cellular FLICE inhibitory protein. J Virol 80 (9):4372-4379. 
57. Goodkin ML, Morton ER, Blaho JA (2004) Herpes simplex virus infection and 
apoptosis. Int Rev Immunol 23 (1-2):141-172. 
58. Lembo D, Brune W (2009) Tinkering with a viral ribonucleotide reductase. Trends 
Biochem Sci 34 (1):25-32.  
59. Lundberg P, Welander PV, Edwards CK, 3rd, van Rooijen N, Cantin E (2007) Tumor 
necrosis factor (TNF) protects resistant C57BL/6 mice against herpes simplex virus-
induced encephalitis independently of signaling via TNF receptor 1 or 2. J Virol 81 
(3):1451-1460.  
60. Wales SQ, Li B, Laing JM, Aurelian L (2007) The herpes simplex virus type 2 gene 
ICP10PK protects from apoptosis caused by nerve growth factor deprivation through 
inhibition of caspase-3 activation and XIAP up-regulation. J Neurochem 103 (1):365-379.  
61. Hardy S, St-Onge GG, Joly E, Langelier Y, Prentki M (2005) Oleate promotes the 
proliferation of breast cancer cells via the G protein-coupled receptor GPR40. J Biol Chem 
280 (14):13285-13291. 
62. Filippova M, Johnson MM, Bautista M, Filippov V, Fodor N, Tungteakkhun SS, 
Williams K, Duerksen-Hughes PJ (2007) The large and small isoforms of human 
papillomavirus type 16 E6 bind to and differentially affect procaspase 8 stability and 
activity. J Virol 81 (8):4116-4129.  
  
82 
 
63. Filippova M, Parkhurst L, Duerksen-Hughes PJ (2004) The human papillomavirus 16 
E6 protein binds to Fas-associated death domain and protects cells from Fas-triggered 
apoptosis. J Biol Chem 279 (24):25729-25744.  
64. Chiou SH, Yang YP, Lin JC, Hsu CH, Jhang HC, Yang YT, Lee CH, Ho LL, Hsu WM, 
Ku HH, Chen SJ, Chen SS, Chang MD, Wu CW, Juan LJ (2006) The immediate early 2 
protein of human cytomegalovirus (HCMV) mediates the apoptotic control in HCMV 
retinitis through up-regulation of the cellular FLICE-inhibitory protein expression. J 
Immunol 177 (9):6199-6206.  
65. Galvan V, Roizman B (1998) Herpes simplex virus 1 induces and blocks apoptosis at 
multiple steps during infection and protects cells from exogenous inducers in a cell-type-
dependent manner. Proc Natl Acad Sci U S A 95 (7):3931-3936. 
66. McCormick AL, Skaletskaya A, Barry PA, Mocarski ES, Goldmacher VS (2003) 
Differential function and expression of the viral inhibitor of caspase 8-induced apoptosis 
(vICA) and the viral mitochondria-localized inhibitor of apoptosis (vMIA) cell death 
suppressors conserved in primate and rodent cytomegaloviruses. Virology 316 (2):221-233. 
67. Keller N, Mares J, Zerbe O, Grutter MG (2009) Structural and biochemical studies on 
procaspase-8: new insights on initiator caspase activation. Structure 17 (3):438-448.  
68. Carrington PE, Sandu C, Wei Y, Hill JM, Morisawa G, Huang T, Gavathiotis E, Wei Y, 
Werner MH (2006) The structure of FADD and its mode of interaction with procaspase-8. 
Mol Cell 22 (5):599-610. 
69. Galluzzi L, Kepp O, Morselli E, Vitale I, Senovilla L, Pinti M, Zitvogel L, Kroemer G 
(2010) Viral strategies for the evasion of immunogenic cell death. J Intern Med 267 
(5):526-542.  
70. Tschopp J, Thome M, Hofmann K, Meinl E (1998) The fight of viruses against 
apoptosis. Curr Opin Genet Dev 8 (1):82-87.  
71. Kather A, Raftery MJ, Devi-Rao G, Lippmann J, Giese T, Sandri-Goldin RM, 
Schonrich G (2010) Herpes simplex virus type 1 (HSV-1)-induced apoptosis in human 
dendritic cells as a result of downregulation of cellular FLICE-inhibitory protein and 
reduced expression of HSV-1 antiapoptotic latency-associated transcript sequences. J Virol 
84 (2):1034-1046. 
 
  
83 
 
 
 
Figure 1 : GST-HSV-1 R1 and HSV-2 R1 inhibit TNFα- and FasL-induced apoptosis but 
not HA-EBV R1.  
HeLa cells were transfected with the plasmid pAdCMV5 (pCMV) or pAdCMV5-R1 
(pHSV-2 R1) (left panel); pLBPF1-GST (pGST) or pLBPF1-GST-R1 (pGST-HSV-1 R1) 
(middle panel); pcDNA3 or pcDNA3-HA-EBV R1 (pHA-EBV R1) (right panel). After 48 
h, the cells were untreated (ctl) or treated with CHX (15 µg/ml), CHX+TNFα (2.5 ng/ml) 
or Fc:FasL (10 ng/ml) for 8 h. Cytoplasmic cell lysates were analyzed by immunoblotting 
for HSV R1s, EBV R1, caspase-8 (1C12) and β-actin protein content a and tested for 
caspase-3/7 activity b. The immunoblots and caspase activities (mean ± SE, n = 4) are 
representative of at least 2 experiments performed in duplicate.  
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 Figure 2 : HSV-1 R1 is essential for protection against FasL-induced apoptosis.  
a HeLa cells were infected with the parental HSV-1 strain (KOS) or the R1 null mutant 
strain (ICP6∆) and harvested at the indicated times post-infection (P.I.). Whole cell extracts 
were analyzed by immunoblotting for TNFR1, Fas, HSV-1 R1, HSV-1 R2 and β-actin. b, c 
HeLa cells were mock-infected (mock) or infected as in a for 8 h and then treated with 
Fc:FasL (50 ng/ml) or not (ctl). After 6 h, the cells were harvested and cytoplasmic cell 
lysates were analyzed by immunoblotting for HSV-1 R1, HSV-1 R2, caspase-8 (1C12) and 
β-actin protein content b and tested for caspase-3/7 activity c. The immunoblots and 
caspase activities (mean ± SE, n = 4) are representative of 2 experiments performed in 
duplicate. 
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Figure 3 : HSV-2 R1 does not affect ERK1/2 and Akt signaling pathways.  
a A549-tTA-HSV-R1-GFP cells, grown for 5 h in medium containing (OFF) or not (ON) 
Tet and 10% FBS, were cultured in 0.5% FBS for 18 h before being treated or not with 
PD98059 for 90 min. Total protein extracts were analyzed by immunoblotting for HSV-2 
R1-GFP, phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204, P-ERK1/2), phospho-Akt (Ser473, P-Akt), 
Akt and ERK1/2. P-ERK1/2 and P-Akt variations (mean ± SE, n = 10) in ON samples 
versus OFF samples were quantified by densitometric analyses of immunoblots from 5 
experiments performed in duplicate. b Cells were cultured as in a and treated with CHX or 
CHX+TNFα for the indicated periods. Total protein extracts were analyzed by 
immunoblotting for HSV-2 R1-GFP, phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204, P-ERK1/2) and 
ERK1/2. Immunoblotting is representative of 3 experiments performed in duplicate. c Cells 
were incubated or not with PD98059 for 90 min as in a and treated with CHX+TNFα for 5 
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h before harvesting for caspase-3/7 activity determination. The inserted immunoblot shows 
the efficacy of PD98059 in inhibiting ERK1/2 phosphorylation induced by 7-min treatment 
with medium containing 10% FBS. Immunoblots and caspase assays (mean ± SE, n = 6) 
are representative of 3 experiments performed in duplicate. 
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Figure 4 : HSV-2 R1 does not affect NF-κB or JNK activation.  
a A549-tTA-HSV-R1-GFP cells were grown as in Fig. 3a before being treated or not with 
TNFα for 30 min. Cytosolic and nuclear fractions were prepared and analyzed by 
immunoblotting for HSV-2 R1-GFP, NF-κB p65 (p65) and IκB-α. Protein loading was 
assessed by probing for β-actin, and cytosolic contamination of nuclear fraction, by probing 
for α-tubulin. b Cell lysates prepared as in Fig. 3b were analyzed by immunoblotting for 
HSV-2 R1-GFP, phospho-JNK (Thr183/Tyr185, P-JNK) and JNK. The immunoblots are 
representative of 3 experiments performed in duplicate.  
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Figure 5 : HSV-2 R1 does not modify the accumulation of Fas, FADD, TRADD, RIP1 and 
c-FLIP.  
HeLa cells were either mock-infected or infected with AdCMV5-R1 (R1) or AdCMV5-
GFP (GFP). After 24 h, the cells were treated for 8 h with CHX (15 µg/ml), CHX+TNFα 
(2.5 ng/ml), TNFα (2.5 ng/ml) or Fc:FasL (10 ng/ml). Total cell lysates were analyzed by 
immunoblotting for HSV-2 R1, GFP, TNFR1, Fas, TRADD, RIP1, FADD, caspase-8 
(1C12), c-FLIP and β-actin. Immunoblots are representative of 2 experiments performed in 
duplicate. 
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Figure 6 : HSV-1 R1 and HSV-2 R1 interact with caspase-8.  
a HSV-2 R1, but not the inactive mutant R1(1-834)-GFP, co-immunoprecipitates with 
caspase-8. A549-tTA cells were infected with AdTR5-R1-GFP (R1-GFP), AdTR5-R1(1-
834)-GFP (R1(1-834)-GFP) or AdTR5-GFP (GFP) and, 24 h later, were treated or not 
(untreated) with CHX or CHX+TNFα. After 8 h, the cells were harvested, and GFP-tagged 
proteins or caspase-8 were immunoprecipitated with anti-GFP antibody or anti-caspase-8 
mAb 1C15. As precipitation control (ctl), pre-cleared lysates were incubated with G-
sepharose beads without antibody. Immunoprecipitates (panels IP) and cell lysates (panels 
lysates) were analyzed by immunoblotting for GFP-tagged proteins and caspase-8. b HSV-
1 R1 and HSV-2 R1 co-immunoprecipitate with caspase-8 but not EBV R1. HeLa cells 
were transfected with the plasmid pAdCMV5 (pCMV), pAdCMV5-R1 (pHSV-2 R1), 
pLBPF1-GST (pGST), pLBPF1-GST-R1 (pGST-HSV-1 R1), pcDNA3 or pcDNA3-HA-
EBV R1 (pHA-EBV R1). After 48 h, the cells were harvested, and caspase-8 was 
immunoprecipitated as in a. Immunoprecipitates (panels IP) and cell lysates (panels lysates) 
were analyzed by immunoblotting for HSV R1s, HA-EBV R1 and caspase-8 (1C15). c 
  
90 
 
HSV-1 R1 and HSV-2 R1 co-immunoprecipitate with caspase-8 in the context of HSV 
infection. HeLa and A549-tTA cells were infected with HSV-1 (strain KOS) or HSV-2 
(strain HG-52). After 8 h, the cells were harvested, and caspase-8 was immunoprecipitated 
as in a. Immunoprecipitates (panels IP) and cell lysates (panels lysates) were analyzed by 
immunoblotting for HSV R1s and caspase-8 (1C15). The immunoblots are representative 
of at least 2 experiments performed in duplicate.  
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Figure 7 : HSV-2 R1 interacts directly with caspase-8 through its 2 tandem DEDs.  
a Schematic representation of the fusion proteins used in this study. Death-effector domains 
are indicated by DED, death domains by DD, and caspase domain by CD. The aspartic 
residue processed during caspase-8 maturation and the active site cysteine (C360) are 
shown. b HSV-2 R1 protects cells against caspase-8 GFP-induced apoptosis. HeLa cells 
were mock-infected or infected with AdCMV5-R1 (R1) or AdTR5CuO (TR5). After 8 h, 
they were transfected with plasmid encoding for casp-8 GFP. Twenty-four h later, GFP-
positive cells were photographed under fluorescence microscopy, and the percentage (mean 
± SE, n = 6) of GFP-positive adherent cells was determined. Cell lysates were analyzed by 
immunoblotting for HSV-2 R1, GFP-tagged proteins and β-actin. The data are 
representative of 3 independent experiments performed in duplicate. The asterisk indicates 
a non-specific band. c HSV-2 R1 interacts with caspase-8 through its DEDs but not with 
FADD. HeLa cells were infected with AdCMV5-R1 (R1) and transfected 12 h later with 
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the plasmid encoding GFP, casp-8 C360S GFP, casp-8 DED-AB GFP, casp-8 CD GFP or 
FADD YFP and harvested 30 h later. GFP-tagged proteins were immunoprecipitated with 
polyclonal anti-GFP antibody. As immunoprecipitation control (ctl), pre-cleared lysates 
were incubated with G-sepharose beads without antibody. Immunoprecipitates (IP) and cell 
lysates (lysates) were analyzed by immunoblotting for HSV-2 R1 and GFP-tagged proteins. 
Since the anti-GFP mAb B-2 has low affinity for YFP, FADD YFP was revealed with the 
anti-FADD mAb A66-2. d HSV-2 R1 directly interacts with caspase-8 through its DEDs 
but not with its caspase domain. Beads coupled to GST, GST casp-8, GST casp-8 DED-AB 
or GST casp-8 CD were incubated with 1 µg of purified HSV-2 R1 (pET-R1 or BM5-R1), 
and proteins bound to beads were analyzed by immunoblotting with the anti-R1 serum 
168R1. As control for unspecific binding, 1 µg of each purified R1 was incubated with 
uncoupled beads (Beads) or GST-coupled beads (GST). R1 was quantified by loading 100 
ng of each R1. e The interaction between HSV-2 R1 and caspase-8 disrupts FADD-
caspase-8 binding. HeLa cells were infected as in b and transfected to express GFP or casp-
8 C360S GFP. GFP-tagged proteins were immunoprecipitated as in c. Immunoprecipitates 
(IP) and cell lysates (lysates) were analyzed by immunoblotting for HSV-2 R1, FADD and 
GFP-tagged proteins. The immunoblots are representative of 2 experiments.  
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SUPPLEMENTARY DATA 
 
 
 
Figure S1 : TNFα triggers apoptosis in cells expressing very low amounts of TNFR1.  
a HeLa cells were treated with CHX (15 µg/ml) and harvested at the indicated times. 
Whole cell extracts were analyzed by immunoblotting for Fas, TNFR1 and β-actin. b, c 
HeLa cells were pretreated with CHX (15 µg/ml) for the indicated periods. Then, the cells 
were washed and treated with CHX (15 µg/ml) or CHX+TNFα (2.5 ng/ml) for 7 h 
(immunoblotting and caspase-3/7 activity) or 24 h (percentage of adherent cells). 
Cytoplasmic cell lysates were analyzed by immunoblotting for caspase-8 (1C12) and β-
actin protein content b, and tested for caspase-3/7 activity (black bar) c. The percentage of 
adherent cells was evaluated after 24 h of treatment with CHX or CHX+TNFα (grey bar) c. 
The immunoblots and caspase activities (mean ± SE, n = 4) are representative of 2 
experiments performed in duplicate. 
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Text: To test sensitivity to TNFα-induced apoptosis of cells expressing low levels of 
TNFR1, cells were pretreated with the protein synthesis inhibitor CHX to decrease TNFR1 
levels similarly to those observed during HSV infection. As shown in Fig. S1a, TNFR1 
protein levels decreased more rapidly after CHX treatment than during HSV infection, and 
became barely detectable from 6 h post-treatment. The amount of Fas remained unaltered 
because of its long half-life [1,2]. We next investigated sensitivity to TNFα-induced 
apoptosis of cells pretreated with CHX before CHX+TNFα treatment. The results revealed 
that, up to 4 h of CHX pretreatment, cells were as sensitive to TNFα-induced-apoptosis as 
those not pretreated with CHX (0 h). This was clearly evidenced by similar levels of i) 
p43/41 and p18 cleavage products of caspase-8 (Fig. S1b), ii) caspase-3/7 activity, and iii) 
morphologically apoptotic cells (Fig. S1c). Despite drastic reduction of TNFR1 protein at 6 
and 8 h of CHX pretreatment, there was only a slight decrease in TNFα-induced apoptosis; 
indeed, at 8 h, caspase-3/7 activity was diminished by less than 20% whereas only 10% of 
cells became resistant to apoptosis according to morphological criteria (Fig. S1c). These 
results showed that TNFα-induced apoptosis can be triggered in the presence of very low 
TNFR1 levels and indicated that the TNFR1 decrease seen after HSV infection is not 
significantly involved in TNFα resistance during the first 8 h of infection. 
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Figure S2 : HSV-2 R1 does not affect the nuclear translocation of NF-κB p65 induced by 
TNFα treatment.  
A549-tTA-HSV-R1-GFP cells seeded on glass coverslips in 6-well plates (0.3 × 106 
cells/well) were cultured in 0.5% FBS medium containing (OFF) or not (ON) Tet for 48 h 
before being treated with CHX (15 µg/ml) or CHX+TNFα (2.5 ng/ml). After 30 min, the 
cells were fixed and immunostained with anti-NF-κB p65 mAb, followed by Texas-Red-
conjugated secondary antibody, as described previously [3]. NF-κB p65 (in red) and R1-
GFP (in green) were visualized with an Olympus Bx51 microscope and photographed with 
an Olympus Qcolor-5 CCD camera. 
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Figure S3 : HSV-2 R1 inhibits the formation of cytoplasmic filaments induced by casp-8 
DED-AB GFP but not the one resulting from FADD YFP.  
HeLa cells were infected with AdCMV5-R1 (R1) or AdTR5CuO (TR5) (10 PFU/cell) and 
were transfected 12 h later with plasmids encoding GFP, casp-8 DED-AB GFP or FADD 
YFP. After 30 h, GFP- or YFP-positive living cells were photographed under fluorescence 
microscopy.  
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2.2 Article 2 : The ribonucleotide reductase R1 subunits of herpes simplex virus type 1 and 2 
protect cells against poly(I:C)-induced apoptosis 
The ribonucleotide reductase R1 subunits of herpes simplex 
virus type 1 and 2 protect cells against poly(I:C)-induced 
apoptosis 
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ABSTRACT 
 
Double-stranded RNA (dsRNA) is a viral intermediate known to initiate innate 
antiviral responses upon host cell detection. Poly(I:C), a synthetic analogue of dsRNA, 
rapidly triggers apoptosis and caspase-8 activation in HeLa cells. Here, we demonstrated 
that following infection by HSV HeLa cells became rapidly protected from apoptosis 
induced by extracellular poly(I:C) combined with cycloheximide or transfected poly(I:C). 
Using the HSV-1 R1 null mutant virus ICP6∆, we established that HSV-1 R1 is essential 
for the protection of HSV-1-infected cells from poly(I:C)-induced apoptosis. The 
observation that the cellular FLICE-inhibitory proteins rapidly disappeared during infection 
suggested that HSV R1s could serve to compensate for the loss of these cellular inhibitors 
of caspase-8-mediated apoptosis. Individually expressed HSV-1 R1 and HSV-2 R1 
counteract caspase-8 activation induced by poly(I:C). Interaction studies showed that HSV 
R1s not only interact constitutively with caspase-8 but also with RIP1 when expressed 
either individually or with other viral genes during HSV infection. The HSV-2 R1 deletion 
mutant R1(1-834)-GFP, a protein devoid of antiapoptotic activity, did not interact with 
caspase-8 and RIP1, indicating that interaction is required for the antiapoptotic function. 
HSV-2 R1 inhibits the interaction between the TLR3 adaptor TRIF and RIP1, which is 
essential to mediate TRIF-dependent apoptosis induced by extracellular poly(I:C) plus 
cycloheximide and TRIF overexpression. Importantly, TRIF silencing reduced caspase-8 
activation induced by a treatment of mock- or ICP6∆-infected cells with extracellular 
poly(I:C) confirming that TRIF is involved in extracellular poly(I:C)-induced apoptosis. 
Thus, early during the lytic cycle, HSV R1s targets both caspase-8 and RIP1 to impair the 
apoptotic host defense mechanism triggered by dsRNA detection. 
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INTRODUCTION 
 
Apoptosis is an ancestral defense mechanism of eukaryotic cells against viruses 
(33). By sacrificing themselves upon recognition of viral invasion, infected cells attempt to 
limit virus replication and protect the host. The importance of apoptosis as an antiviral 
response is evidenced by the existence of diverse viral apoptotic cell death suppressors 
(13). Double-stranded RNA (dsRNA) is though to be a major pathogen-associated 
molecular pattern produced by RNA and DNA viruses that can trigger apoptosis (23, 25, 
57). Intracellular dsRNA generated during infection can be released into the extracellular 
space from where it can stimulate antiviral responses into neighboring cells.  
Innate responses to dsRNA depend on cellular sensors that activate specific 
signaling pathways resulting in inflammatory gene expression and apoptosis. Depending on 
their cellular location, viral dsRNA and poly(I:C) are recognized by the membrane-bound 
Toll-like receptor 3 (TLR3) or cytosolic sensors such as protein kinase dsRNA-dependent 
(PKR) and retinoic acid-inducible gene (RIG)-like receptors (RLRs) (15, 51). TLR3 detects 
extracellular and endosomal viral dsRNA and poly(I:C) (54) whereas cytosolic dsRNA and 
transfected poly(I:C) are detected by intracellular sensors (15, 51). TLR3 signals apoptosis 
via TRIF, a TIR-domain containing adaptor (43, 60, 61). TRIF-induced apoptosis requires 
the activation of caspases through a Fas-associated death domain (FADD)/caspase-8 axis 
(19). The ability of TRIF to induce apoptosis maps within its C-terminal RIP homotypic 
interaction motif (RHIM) that allows direct interaction with the receptor-interacting protein 
1 (RIP1), a RHIM and death-domain containing serine/threonine protein kinase involved in 
the regulation of multiple cellular processes such as cell death and inflammation (27, 41).  
dsRNA-mediated apoptosis, which is mainly studied with the synthetic analogue 
polyriboinosinic-polyribocytidylic acid [poly(I:C)], has been observed in a wide variety of 
primary, tumoral and immortalized cells (22, 25, 47). Two categories of cells have been 
identified depending on the rapidity and the extent of their apoptotic response to poly(I:C). 
In rapid responders (e.g. HeLa, human keratinocytes) transfected poly(I:C) or extracellular 
poly(I:C) combined either with CHX or SMAC mimetics induce a rapid engagement of the 
apoptotic machinery without requirement of type 1 interferon and de novo protein synthesis 
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(22, 23, 25, 57). In slow responders (e.g. murine embryo fibroblasts, human breast cancer 
cells), the apoptotic response to poly(I:C) is slow and requires de novo expression of type 1 
interferon or proapoptotic factors such as members of the Bcl-2 family (22, 47, 49). 
Recently, it has been shown that extracellular poly(I:C) induces apoptosis in several 
cancer cell lines through a TLR3/TRIF-dependent activation of caspase-8, which 
subsequently activates effector caspases such as caspase-3 (25, 47, 57). These reports 
suggested that TLR3 signals apoptosis through a TRIF/RIP1/FADD/caspase-8-dependent 
pathway in cells highly susceptible to poly(I:C)-induced apoptosis. In contrast, transfected 
poly(I:C) induces apoptosis through the assembly of a dsRNA-triggered death signaling 
inducing protein complex involving FADD and caspase-8, thus leading to the rapid 
activation of this initiator caspase subsequently followed by caspase-8-dependent 
stimulation of the effector caspase-3 and -7 (22, 23). However, molecular mechanisms 
linking cytosolic dsRNA-sensors to apoptosis are still ill defined even if RLRs and PKR 
have been shown to trigger caspase-8 activation (16, 50). 
Herpes simplex virus (HSV) type 1 and 2 infections elicit an immune response 
involving both innate and adaptive components of the immune system (6). Cellular 
recognition of HSV infection is triggered by several viral intermediates including dsRNA, 
which are produced by overlapping converging transcription and accumulate in large 
amount in the infected cells from the onset of HSV genome expression (24, 58). HSV 
recognition and specific antiviral response have been shown to involve the dsRNA sensors 
TLR3, PKR and RLRs (1, 3, 45, 46, 63).  
HSV encode apoptotic cell death suppressors that confer resistance of the host cells 
against apoptosis induced by the viral replication itself and by extrinsinc proapoptotic 
stimuli linked to immune effector cell cytotoxicity or the activation of death receptors (18). 
Several viral genes have been involved in the control of apoptosis including UL39 that 
encodes for the ribonucleotide reductase (RR) R1 subunits of HSV (35, 44). HSV RR 
consists of two homodimeric subunits, R1 and R2, which form the holoenzyme. This 
enzyme by providing the deoxyribonucleotides essential for viral DNA replication plays an 
essential role in quiescent cells notably in neurons. In addition to antiapoptotic properties, 
several non-RR related functions have been ascribed to HSV R1. A controversial protein 
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kinase activity has been described for the unique amino-terminal domain of the HSV-2 R1 
protein (7, 9, 36). A chaperone-like activity similar to the one of HSP27 has been reported 
for HSV-2 R1 and others have found that HSV-1 R1 stimulates translation by promoting 
eIF4F translation complex assembly (4, 56). 
Our previous works have shown that HSV-1 R1 and HSV-2 R1 protect epithelial 
cells from TNFα- and FasL-induced apoptosis by interacting constitutively and directly 
with caspase-8 in a way that prevents its activation by death receptors (10, 35). Based on 
previous reports showing the key role of caspase-8 activation in poly(I:C)-induced 
apoptosis (22, 57), we hypothesized that HSV R1s could also prevent poly(I:C)-induced 
apoptosis. In this study, we demonstrated that HSV infection protects HeLa cells from 
poly(I:C)-induced apoptosis and established that HSV-1 R1 is essential for this protection. 
Moreover, we showed that HSV-1 R1 and HSV-2 R1 not only interact constitutively with 
caspase-8 but also with RIP1 when expressed either individually or with other viral genes 
during HSV infection. Finally, we showed that HSV-2 R1 could inhibit TRIF apoptotic 
signaling by inhibiting TRIF/RIP1 binding. Thus, HSV R1s are viral inhibitor of dsRNA-
induced apoptosis that target both caspase-8 and RIP1 to exert their antiapoptotic effect. 
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Materials and methods 
 
Cell culture and infection. The conditions for the culture of HeLa and A549-tTA 
cells were as previously reported (4, 35). The previously described adenovirus (Ad) 
recombinants AdCMV5-R1, AdTR5-GFP, AdTR5-R1-GFP, AdTR5-R1(1-834)-GFP, 
AdTR5-R1∆(2-249)-GFP express HSV-2 R1, GFP, HSV-2 R1-GFP, HSV-2 R1(1-834)-
GFP and HSV-2 R1∆(2-249)-GFP respectively (5, 35). One day after plating, HeLa and 
A549tTa cells were infected with Ad recombinants at MOIs chosen to obtain roughly 
similar level of expression of recombinant R1 proteins: AdCMV5-R1 (10 PFU/cell), 
AdTR5-CuO (10 PFU/cell, empty), AdTR5-GFP (25 PFU/cell), AdTR5-R1-GFP (25 
PFU/cell), AdTR5-R1(1-834)-GFP (50 PFU/cell), AdTR5-R1∆(2-249)GFP (5 PFU/cell) (5, 
10, 35). For HSV infections, HeLa cells were infected with the HSV-2 strain HG-52, the 
R1 null mutant HSV-1 ICP6∆ or its parental strain KOS (10 PFU/cell) for the indicated 
periods (17). 
Transfection. One day after plating, HeLa cells were transfected using calcium 
phosphate with the following plasmids: pAdCMV5 (empty vector), pAdCMV5-R1 (HSV-2 
R1), pEGFP C1 (empty vector, Clontech), pLBPF1-GST (glutathione-S-transferase, GST), 
pLBPF1-GST-R1 (GST-HSV-1 R1), pcDNA3.1 (empty vector), pcDNA3-HA-EBV R1 
(HA-EBV R1) (59). Transfection of pCMV14-3XFLAG (empty vector), pCMV14-
3XFLAG-TRIF (TRIF-FLAG), pCMV14-3XFLAG-TRIF∆C(1-541) (TRIF∆C-FLAG), 
pcDNA3-6myc-RIP1 (myc-RIP1) were performed using Lipofectamine 2000 according to 
the manufacturer’s protocol (Invitrogen) (27). When required to block cell death induced 
by recombinant protein, 50 µM Z-VAD-fmk (Bachem) was added to the culture medium 6 
h after transfection.  
Apoptosis determination. Forty-eight hours after transfection or 8 h after infection, 
cells were treated with cycloheximide (CHX) (15 µg/ml; Sigma), CHX (15 µg/ml) plus 
human recombinant TNFα (2.5 ng/ml; Sigma), poly(I:C) (10 µg/ml; Calbiochem), CHX 
plus poly(I:C) or transfected with poly(I:C) (10 µg/ml) using Lipofectin (Invitrogen) as 
previously described (22). After 6 h of treatment, the percentage of apoptotic cells was 
scored by microscopic observation in at least five randomly selected fields, as previously 
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reported (35). Attached and detached cells were then collected, washed twice in PBS and 
lysed with buffer appropriate for subsequent assays. Caspase-3/7 activity (DEVD-AFC 
cleavage activity) was measured as described previously (35). To determine apoptosis 
induced by the expression of recombinant TRIF or RIP1, HeLa cells were infected for 8 h 
with Ad recombinants and then co-transfected with appropriate expression vectors mixed 
with pEGFP C1. Twenty-four hours after transfection, GFP-positive cells were scored in 
five randomly selected fields to calculate the percentage of adherent cells (adherent GFP-
positive cells/total GFP-positive cells X 100). Cells were then harvested with buffer 
appropriate for subsequent assays.  
Gene silencing. Sequence of specific siRNA TRIF is as follows (depicted is the 19 
nucleotides portion in the sense strand of targeted mRNA) 5’-
UUAGAGUUGUCAUCGAAUC-3’. Allstars negative control siRNA from Qiagen was 
used as non-silencing control siRNA. HeLa cells seeded in six well plates were transfected 
with siRNA (40 nM) using Lipofectamine 2000.  
Immunoprecipitation. Following infection or transfection, cells were collected, 
washed twice with PBS, and lysed at 4°C for 15 min in immunoprecipitation buffer (IP 
buffer) containing 0.5% Nonidet-P40, 0.5% Triton X-100, 50 mM Hepes pH 7.5, 1 mM 
EDTA, 150 mM NaCl, 10% glycerol, protease inhibitor cocktail and phosphatase inhibitor 
cocktail (Roche) followed by centrifugation (10 min at 10 000 × g at 4°C). Lysates were 
precleared by incubation with protein G Sepharose 4B beads (Amersham Biosciences) for 2 
h at 4°C followed by centrifugation. Anti-GFP antiserum (5), anti-FLAG (M2; Sigma), 
anti-myc (clone 9E10; Upstate) or anti-RIP1 (clone 38; BD Biosciences) were incubated 
with protein G Sepharose 4B beads for 2 h at 4°C. Precleared lysates were incubated with 
antibody coated beads for 2 h at 4°C. As control, precleared lysates were incubated for 2 h 
at 4°C with protein G Sepharose beads. Beads were recovered by centrifugation, washed 5 
times with IP buffer and immunoprecipitated proteins were eluted in SDS sample-loading 
buffer for subsequent immunoblot analysis. 
Glutathione-S-transferase pull-down. Following transfection, cells were collected 
and lysed with IP buffer as described above. Lysates were precleared by incubation with 
protein G Sepharose 4B beads for 2 h at 4°C followed by centrifugation. Precleared lysates 
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were incubated with glutathione sepharose 4B beads (Amersham) for 2 h at 4°C. Beads 
were recovered by centrifugation, washed 5 times with IP buffer and the bound proteins 
were eluted by boiling in SDS sample-loading buffer. 
Immunoblot analysis. Whole cell extracts were prepared by lysis in SDS buffer 
(2% SDS, protease inhibitor cocktail and phosphatase inhibitor cocktail) followed by brief 
sonication and centrifugation. Cytoplasmic extracts were prepared by lysis in IP buffer. 
Protein content analyses were performed by SDS-PAGE and immunoblotting as described 
previously (34). The following antibodies were used for immunoblotting: anti-FADD (A66-
2; BD Biosciences), anti-β-actin (AC15; Abcam), anti-RIP1 (G322-2; BD Biosciences), 
anti-FLAG (M2; Sigma), anti-myc (9E10; Upstate), anti-HSV-1 ICP0 (5H7; Abcam) and 
anti-TRIF (AL227; Alexis Biochemicals). GFP and GFP-tagged proteins were detected 
using the monoclonal antibody anti-GFP B-2 (Santa Cruz Biotechnologies) or a polyclonal 
antibody against GFP (5). Caspase-8 was detected using the monoclonal antibody anti-
caspase-8 1C12 (Cell signaling) or the monoclonal antibody 1C15 (kindly provided by 
Marcus Peter) (48). For HSV R1 and HSV R2 detection, the polyclonal anti-R1 serum 
168R1 and the polyclonal anti-R2 serum P9 were used respectively (8, 35). 
Statistical analyses. Data are expressed as the mean ± standard error of the mean 
(SEM). Statistical differences between groups were determined by a two-way analysis of 
variance (ANOVA) test followed by a Boneferroni post-test using the Prism 4 software 
(GraphPad Software).  The levels of statistical significance are indicated as follows in the 
figures: p<0.05 (*), p<0,01 (**) or p<0,001 (***). 
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RESULTS 
 
HSV infection inhibits poly(I:C)-induced apoptosis. 
To determine whether HSV-infected cells could be protected from poly(I:C)-
induced apoptosis, we chose HeLa cells because they are known to rapidly undergo 
apoptosis in response to either extracellular poly(I:C) when combined to protein synthesis 
inhibition by CHX to block the synthesis of short-life apoptosis inhibitors [CHX + 
poly(I:C)] or intracellular poly(I:C) [transfected poly(I:C)] (25). Indeed, <95% of HeLa 
cells treated with CHX + poly(I:C) for 6 h exhibited morphological changes typical of 
apoptosis, including membrane blebbing, cell body condensation and detachment from 
substratum whereas transfected poly(I:C) was slightly less efficacious with 60% of cells 
exhibiting apoptotic morphology (Fig. 1A). Caspase-3/7 activity determination using 
DEVD-AFC as substrate confirmed the better efficacy of extracellular poly(I:C). To assess 
the effect of HSV infection on poly(I:C)-induced apoptosis, cells were infected with HSV-1 
strain KOS or HSV-2 strain HG-52 for 6 h before being treated with CHX + poly(I:C) or 
transfected poly(I:C). This period was chosen as it had been shown to be sufficient for 
maximal protection from CHX + TNFα (35). Fig. 1 shows that poly(I:C)-induced apoptosis 
either evaluated by morphological criteria (Fig. 1A) or caspase-3/7 activity (Fig. 1B) was 
drastically reduced in cells infected either with HSV-1 or HSV-2. These results 
demonstrated that HSV-1 and HSV-2 infection can protect cells from apoptosis induced by 
extracellular poly(I:C) and transfected poly(I:C).  
In order to determine the time-course of appearance of the protective effect, HeLa 
cells were mock-infected or infected with HSV-1 strain KOS or HSV-2 strain HG-52 for 
increasing periods before being treated with CHX + poly(I:C), the most effective of the two 
treatments. Protection from poly(I:C)-induced apoptosis as scored by apoptotic morphology 
became detectable between 2 and 4 h with HSV-2 and appeared about 1 h earlier with 
HSV-1 (Fig. 1C). However, for the two HSV strains tested, maximal protection was 
reached within 6 to 8 h when the level of apoptosis following CHX + poly(I:C) treatment 
became comparable with the one observed in HSV-infected cells treated only with CHX. 
These results suggest that the protective effect is mediated by the synthesis of IE or E viral 
protein(s), of which R1 being a likely candidate. 
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Cells infected with the HSV-1 R1 null mutant ICP6∆ are sensitized to poly(I:C)-
induced apoptosis. 
As it has been shown that apoptosis induced by CHX + poly(I:C) or transfected 
poly(I:C) is initiated by caspase-8 (22, 23, 25, 57), we hypothesized that HSV R1 could 
play a role in protecting HSV-infected cells against poly(I:C)-induced apoptosis. This 
hypothesis was first tested by infecting HeLa cells for 8 h with the HSV-1 R1 deletion 
mutant ICP6∆ or its wild type parent KOS and treating them with poly(I:C), CHX + 
poly(I:C) or transfected poly(I:C). In this experiment, the extent of apoptosis was evaluated 
by assessing caspase-8 activation by immunoblotting and caspase-3/7 activation by in vitro 
enzymatic assay. As expected from the results described in Fig. 1, KOS infection efficiently 
impaired the caspase-8 proteolytic processing (Fig 2A, lane 11 and 14) and the caspase-3/7 
activation (Fig. 2B) induced by either CHX + poly(I:C) or transfected poly(I:C) (Fig 2A, 
lane 11 and 14 and Fig. 2B). In sharp contrast, ICP6∆ infection did not prevent the cleavage 
of the full-length caspase-8 (p55/53) (Fig. 2A, lane 12 and 15) and reduced only slightly 
caspase-3/7 activation resulting from CHX + poly(I:C) or transfected poly(I:C) treatments 
(Fig. 2B). Most strikingly, ICP6∆-infected cells treated with extracellular poly(I:C) without 
CHX showed strong caspase-8 (Fig. 2A, compare lane 7-8 to lane 9) and caspase-3/7 
activation (Fig. 2B) both of which being nearly absent in mock- or KOS-infected cells. The 
ICP6∆ sensitizing effect was even more evident when cells with apoptotic morphology 
were scored, increasing from <5% in mock infected dishes to >95% in ICP6∆-infected 
dishes. Taken together, these results suggest that HSV-1 R1 plays a crucial role in the 
protection of HSV-infected cells against poly(I:C)-induced apoptosis and that ICP6∆ 
infection increases HeLa cells sensitivity to poly(I:C)-induced apoptosis. 
 
HSV infection affects the accumulation of known regulators of caspase-8 activation. 
ICP6∆ sensitization of HeLa cells to poly(I:C)-induced apoptosis suggested that 
HSV-1 R1 could replace cellular inhibitor(s) of caspase-8 activation down-regulated during 
HSV infection. As the cellular FLICE-inhibitory proteins (c-FLIP) and cellular inhibitor of 
apoptosis protein 1 and 2 (c-IAP1 and c-IAP2) are known regulators of the caspase-8 
activation in death-receptor and TLR3 signaling pathways (11, 12, 53, 55, 62), we tested 
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whether infection with KOS or ICP6∆ would influence their accumulation. Infection with 
both viruses produced a decrease in the levels of long (c-FLIPL) and short (c-FLIPS) 
isoforms of c-FLIP starting around 2 h post-infection to reach a barely detectable level at 8 
h (Fig. 2C). The level of c-IAP1 remained stable until 4 h post-infection and thereafter 
gradually declined whereas c-IAP2 showed only a slight decrease at the 8 h time point. 
Importantly, the rate of disappearance of c-FLIPL, c-FLIPS and c-IAP1/2 proteins was 
roughly similar for both viruses showing that HSV-1 R1 does not affect the accumulation 
and the stability of these antiapoptotic proteins. For all our experiments, exponentially 
growing cells were used to prevent the inhibition of translation of viral mRNAs occurring 
in growth-arrested cells infected with an ICP6-null mutant (56). To ensure that the 
synthesis of viral proteins was not impaired in our ICP6∆-infected cells, the accumulation 
of the R2 subunit of HSV RR and the infected cell polypeptide 0 (ICP0) was measured. As 
R2 and ICP0 accumulated at similar rate in cells infected with both viruses (Fig. 2C), we 
concluded that the antiapoptotic defect of ICP6∆ against poly(I:C) was not due to a lower 
ability of the cells to support the synthesis of viral polypeptides. Taken together, these 
results suggest that HSV-1 R1 owing to its property of viral inhibitor of caspase-8 
activation could during infection compensate for the loss of inhibitors of caspase-8 
activation.  
 
HSV-1 R1 and HSV-2 R1 inhibit poly(I:C)-induced apoptosis.  
As individually expressed HSV-1 R1 and HSV-2 R1 have been shown to inhibit 
TNFα caspase-8-mediated apoptosis (10, 35), we hypothesized that both proteins could 
also impair the activation of caspase-8 induced by poly(I:C. HeLa cells were transfected 
with an expression plasmid encoding for HSV-1 R1 fused to GST (GST-HSV-1 R1) or a 
HSV-2 R1 expression plasmid and treated with poly(I:C), CHX, CHX + poly(I:C) or 
transfected poly(I:C) 48 h after transfection. CHX + TNFα was also included as a positive 
control. In cells transfected with control plasmids, treatments with CHX + poly(I:C), 
transfected poly(I:C) or CHX + TNFα triggered caspase-8 (Fig. 3A and 3B, upper panels, 
lane 9, 11, 13) and caspase-3/7 (Fig 3A and 3B, lower panels) activation. In sharp contrast, 
proteolytic processing of caspase-8 (Fig. 3A and 3B, upper panels, lanes 10, 12 and 14) and 
caspase-3/7 activation (Fig 3A and 3B, lower panels) were efficiently inhibited in GST-
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HSV-1 R1 or HSV-2 R1 expressing cells treated with CHX + poly(I:C), transfected 
poly(I:C) or CHX + TNFα. In agreement with caspase analyses, the % of morphologically 
apoptotic cells was reduced by more than 2-fold by both HSV R1s (data not shown). These 
results demonstrated that i) both HSV-1 R1 and HSV-2 R1 expressed individually protect 
HeLa cells from poly(I:C)-induced apoptosis by preventing caspase-8 cleavage and 
caspase-3/7 activation, ii) no other HSV proteins are required for the protection against 
poly(I:C). 
 
HSV-2 R1 inhibits TRIF- and RIP1-dependent apoptosis. 
Extracellular poly(I:C) is detected by TLR3, which triggers apoptosis through the 
adaptor protein TRIF. Ectopic expression experiments have shown that TRIF signals 
apoptosis through a FADD/caspase-8-dependent axis by interacting with RIP1 via RHIM 
motifs (19, 20, 27, 38). As HSV-2 R1 inhibits apoptosis mediated by extracellular poly(I:C) 
+ CHX, we sought to determine whether HSV-2 R1 could also prevent apoptosis induced 
by TRIF and RIP1 overexpression. HeLa cells were mock-infected or infected for 8 h with 
Ad control or Ad HSV-2 R1 and were transfected with plasmids encoding FLAG-tagged 
TRIF or myc-tagged RIP1. As control, we used TRIF∆C-FLAG, a TRIF deletion mutant 
lacking a C-terminal region (171 amino acids) encompassing the RHIM motif required for 
interaction with RIP1 (27). To identify transfected cells, a GFP expression vector was co-
transfected with TRIF and RIP1 constructs. Twenty-four hours after transfection, TRIF- 
and RIP1-induced apoptosis was evaluated by calculating the percentage of adherent GFP-
expressing cells. When transfection of TRIF-FLAG or myc-RIP1 were performed after 
mock or Ad control infection, the majority of GFP-positive cells exhibited apoptotic 
morphology, only 25 % of TRIF-transfected cells and 40 % of RIP1-transfected cells 
remaining adherent with a morphology similar to control cells (Fig. 4A). In sharp contrast, 
when cells had been infected with Ad HSV-2 R1 prior to transfection with TRIF-FLAG or 
myc-RIP1, more than 90 % of GFP-positive cells remaining adherent (Fig. 4A). Analyses 
of caspase-8 processing showed that TRIF-FLAG and myc-RIP1 induced proteolytic 
cleavage of caspase-8 as revealed by the accumulation of the fully processed p18 large 
subunit in mock- and Ad control-infected cell lysates (Fig. 4B, lane 4, 5, 10 and 11). In 
contrast, corresponding lysates from cells expressing HSV-2 R1 exhibited barely detectable 
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amount of p18 cleaved fragment (Fig. 4B, lane 6 and 12). As expected, overexpression of 
TRIF∆C-FLAG induced little apoptosis (Fig. 4A) or caspase-8 cleavage confirming that 
interaction between TRIF and RIP1 is required to signal apoptosis (Fig. 4B, lane 7, 8 and 9) 
(27). We also observed that HSV-2 R1 had significant impacts on overexpressed 
recombinant proteins. Firstly, HSV-2 R1 expressing cells accumulated higher level of 
TRIF-FLAG protein than control cells (Fig. 4B, compare lanes 4 and 5 to 6). As TRIF-
FLAG protein accumulation in HSV-2 R1 expressing cells was comparable with the one 
observed in mock-infected cells transfected with TRIF-FLAG and treated with the 
pancaspase inhibitor Z-VAD-fmk (Fig. 4B, lane 6 and 13), we propose that the higher 
TRIF-FLAG accumulation in HSV-2 R1 expressing cells results from the inhibition of 
apoptosis by HSV-2 R1. Secondly, as expected from previous reports showing that 
caspase-8 cleaves RIP1 during FasL- and TNFα-induced apoptosis (31, 38, 40), a 
processed form of myc-RIP1 (myc-RIP1C) was observed with an anti-myc mAb 
predominantly in the absence of protection against apoptosis. Indeed, the detection of myc-
RIP1C correlated with the presence of active caspase-8 in mock- and Ad control-infected 
cells (Fig. 4B, lane 10 and 11) and was decreased by the pancaspase inhibitor Z-VAD-fmk 
(Fig. 4B, lane 14). HSV-2 R1, which suppressed both RIP1-induced apoptosis and caspase-
8 activation, also diminished the cleavage of myc-RIP1 suggesting also that this cleavage 
was induced by caspase-8 in mock- and Ad control-infected cells (Fig. 4B, lane 12). 
Altogether, these results demonstrate that HSV-2 R1 efficiently blocks caspase-8 activation 
and apoptosis induced by ectopic expression of TRIF and RIP1.  
 
HSV R1s interact with RIP1. 
As recent reports demonstrated that M45, a catalytically inactive homologue of 
HSV R1 from murine cytomegalovirus (MCMV), interacts with RIP1 in a way that blocks 
TRIF-induced apoptosis (39, 52), we examined whether HSV R1s could interact with RIP1. 
For HSV-1 R1, HeLa cells were transfected with expression plasmids encoding for GST-
tagged HSV-1 R1 or GST and GST pull-down assays were performed (Fig. 5A). The 
detection of both full-length caspase-8 (p55/53) and RIP1 in the GST-tagged HSV-1 R1 
sample (lane 2) but not in the GST control (lane 1) revealed that HSV-1 R1 not only 
interacts with the full-length caspase-8 (p55/53) but also with RIP1. To assess the 
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interaction between HSV-2 R1 and RIP1, immunoprecipitation was performed with an anti-
myc antibody on extracts prepared from HeLa cells infected with Ad control or Ad HSV-2 
R1 and subsequently transfected with a myc-RIP1 expressing vector (Z-VAD-fmk was 
added to the culture medium 6 h after transfection to prevent myc-RIP1 cleavage) (Fig. 5B) 
As can be seen in lane 2, HSV-2 R1 co-immunoprecipitated with myc-RIP1. However, this 
interaction did not affect the binding of myc-RIP1 to endogen FADD, which was 
equivalently co-immunoprecipitated in the presence or absence of HSV-2 R1 (Fig. 5B, 
lanes 1 and 2). 
 Two studies on the domains of M45 required for interaction with RIP1 came 
to different conclusions. One report proposed that a putative RHIM motif localized in the 
N-terminal portion of M45 is involved in the interaction with RIP1 (52). The other study 
concluded that the C-terminal region of the R1 homology domain of M45 was required for 
the interaction with RIP1 whereas the N-terminal end encompassing the RHIM motif was 
dispensable (39). Interestingly, a RHIM-like sequence has also been identified by sequence 
alignment in the unique N-terminal domain of HSV-2 R1 (37). Therefore, it was interesting 
to investigate which HSV-2 R1 domains were involved in RIP1 interaction. To this end, 
A549tTA cells were infected with Ad encoding for HSV-2 R1-GFP, HSV-2 R1(1-834)-
GFP, a C-terminal deletion mutant devoid of antiapoptotic activity against TNFα or FasL, 
or R1∆(2-249)-GFP, a N-terminal truncation mutant showing antiapoptotic property but 
lacking the putative RHIM-like motif (5). GFP-tagged proteins were immunoprecipitated 
from infected cells lysates using an anti-GFP antiserum (Fig. 5C). Both caspase-8 and RIP1 
were detected in immunoprecipitates from cells expressing HSV-2 R1-GFP (lane 4) or 
HSV-2 R1∆(2-249)-GFP (lane 3) but not in cells expressing GFP (lane 1) or HSV-2 R1(1-
834)-GFP (lane 2). These results showed that the reductase domain of HSV-2 R1 but not its 
N-terminal domain containing the putative RHIM sequence is essential for interaction with 
the full-length caspase-8 (p55/53) as well as RIP1.  
To assess whether HSV R1s could interact with RIP1 in the context of HSV 
infection, HeLa cells were infected either with HSV-1 KOS or HSV-2 HG-52 for 8 h. RIP1 
was immunoprecipitated using an anti-RIP1 antibody. Immunoblot analyses performed 
with the polyclonal anti-R1 serum 168R1 revealed that both HSV-1 R1 and HSV-2 R1 co-
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immunoprecipitated with RIP1 (Fig. 5D, lanes 2 and 3). Note that the 168R1 serum, which 
was raised with purified HSV-2 R1, recognized less efficiently the HSV-1 R1 than the 
HSV-2 R1. These results demonstrated that HSV R1s physiologically interact with RIP1 
during infection with both HSVs.  
 
HSV-2 R1 inhibits the RHIM-dependent interaction between TRIF and RIP1. 
To assess the impact of the HSV-2 R1 interaction with RIP1, we tested whether 
HSV-2 R1 could affect the binding between TRIF and RIP1, which is essential for TRIF-
induced apoptosis (19, 27). To this end, HeLa cells were infected with Ad control or Ad 
HSV-2 R1 and then co-transfected with myc-RIP1 plus TRIF-FLAG in the presence of Z-
VAD-fmk. The immunoprecipitation of FLAG-tagged proteins showed that myc-RIP1 co-
immunoprecipitated with TRIF-FLAG in Ad control-infected cells (Fig. 5E, lane 1). In 
contrast, when cells have been infected with Ad HSV-2 R1 prior to transfection, the 
interaction between myc-RIP1 and TRIF-FLAG was greatly reduced (Fig. 5E, lane 2). The 
FLAG immunoprecipitates also revealed that HSV-2 R1 did not interact with TRIF-FLAG 
(Fig. 5E, lane 2). These results suggest that the binding of HSV-2 R1 to RIP1 impairs the 
interaction between TRIF and RIP1. 
 
Poly(I:C) induces caspase-8 activation through a TRIF-dependent signaling pathway 
in mock- and ICP6∆-infected cells. 
As it has been shown that extracellular poly(I:C) induces apoptosis via a 
TLR3/TRIF/caspase-8 signaling pathway (57), we tested whether the specific silencing of 
TRIF by siRNA would reduce the strong caspase activation induced by extracellular 
poly(I:C) in ICP6∆-infected cells. To this end, HeLa cells were transfected with control 
siRNA or TRIF siRNA. After 48 h, cells were mock-infected or infected with HSV-1 
ICP6∆ for 8 h; then, cells were treated with CHX, poly(I:C) or CHX + poly(I:C) for 6 h. 
Treatment with TRIF siRNA but not control siRNA strongly decreased the amount of TRIF 
(Fig. 6A, lanes 3 and 6). Importantly, the levels of TRIF in cells infected for 8 h with 
ICP6∆ remained comparable with the one detected in mock-infected cells (Fig. 6A). TRIF 
silencing inhibited the proteolytic processing of caspase-8 (Fig. 6B, upper panel, lane 9 and 
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12) and also reduced caspase-3/7 activity observed in mock-infected cells treated with 
extracellular poly(I:C) alone or in combination with CHX (Fig. 6B, lower panel). TRIF 
silencing in ICP6∆-infected cells efficiently reduced the caspase-8 cleavage induced by 
both poly(I:C) and CHX + poly(I:C) (Fig. 6C, upper panel, lane 9 and 12). In addition, 
caspase-3/7 activation was significantly inhibited in ICP6∆-infected cells transfected with 
TRIF siRNA (Fig. 6C, lower panel). TRIF silencing did not affect the resistance of KOS-
infected cells against poly(I:C), as expected (data not shown). These results demonstrate 
that extracellular poly(I:C) induces caspase-8 activation and caspase-3/7 in part through a 
TRIF-dependent signaling pathway in mock- and ICP6∆-infected HeLa cells. 
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DISCUSSION 
 
In the context of HSV infection, dsRNA accumulate in infected cells and could also 
be released in the extracellular space following viral-induced cell lysis. Poly(I:C), a 
synthetic dsRNA analogue, has been shown to induce apoptosis in several cell types. In 
HeLa cells, extracellular poly(I:C) plus CHX induces apoptosis through TLR3 via a 
TRIF/RIP1/caspase-8 axis (19, 27, 57) whereas intracellular poly(I:C) stimulates diverse 
cytosolic dsRNA sensors that induce caspase-8 activation through the formation of a 
dsRNA-triggered death inducing signaling complex (22). HSV infection confers protection 
from apoptosis induced by the virus itself and a variety of exogenous proapoptotic stimuli 
such as TNFα and FasL (2, 14, 32). The present work demonstrates that infection by either 
HSV-1 or HSV-2 protects HeLa cells from apoptosis induced by either extracellular 
poly(I:C) plus CHX or transfected poly(I:C).  
We previously demonstrated that the R1s of HSV-1 and HSV-2 contribute to 
prevent death receptor-induced apoptosis of HSV-infected epithelial cells by inhibiting 
caspase-8 activation through a direct interaction with the caspase 8 prodomain (5, 10, 35). 
Here, we provide two lines of evidence that argue in favor of an essential role of HSV R1s 
for the inhibition of poly(I:C)-induced apoptosis. Firstly, our data showed that the 
protective effect appears rapidly in both HSV-1 and HSV-2 infected cells with a time 
course compatible with the synthesis of HSV R1s and that deleting R1 in the HSV-1 strain 
KOS (mutant ICP6∆) dramatically decreased the antiapoptotic potential of the infection. 
This finding is important not only by the magnitude of the effect obtained with the R1 
deletion but also because ICP6∆-infected cells were killed following treatment with 
extracellular poly(I:C) alone whereas mock-infected cells required concomitant inhibition 
of protein synthesis to be destroyed by poly(I:C) delivered in the culture medium. 
Secondly, HSV-1 R1 and HSV-2 R1 expressed individually efficiently inhibit caspase-8 
proteolytic cleavage induced by extracellular or transfected poly(I:C), a cleavage which is a 
crucial step to fully activate and stabilize this initiator caspase (21). 
The hypothesis that HSV R1 could inhibit poly(I:C)-induced apoptosis was mainly 
based on our previous demonstration of its direct physical interaction with procaspase-8.  
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The immunoprecipitation and GST pull-down experiments reported here showed that in 
addition HSV-1 R1 and HSV-2 R1 constitutively interact with RIP1 when expressed either 
alone or in combination with other viral genes during HSV infection. In this respect, HSV 
R1s are similar to the R1 subunit of MCMV, M45, which by interacting with RIP1 inhibits 
TNFα- and TRIF-induced apoptosis (39, 52). Delineating the relative importance of the 
two interactions (HSV R1/caspase-8 vs HSV R1/RIP1) in the protection against poly(I:C)-
induced apoptosis was not achieved in the present work. On one hand, the C-terminal 
deletion mutant HSV-2 R1(1-834)-GFP, which is devoid of antiapoptotic activity against 
TNFα and FasL (5), and poly(I:C) (F. Dufour and Y. Langelier, unpublished observations), 
does not interact with caspase-8 and RIP1. On the other hand, the N-terminal deletion 
mutant lacking the RHIM motif interacts with both proteins and protects against both types 
of proapoptotic stimulus. Previously, we demonstrated that HSV R1s and full-length 
caspase-8 interact constitutively and directly in a way that inhibits the 
dimerization/activation of caspase-8 (10). Given the facts that i) caspase-8 activation has 
been shown to be essential to apoptosis induction by extracellular poly(I:C) and transfected 
poly(I:C) in several cell lines including HeLa cells and ii) HSV R1s inhibit poly(I:C)-
induced caspase-8 activation, it is likely that the HSV R1/caspase-8 binding plays a role in 
the protective effect. Our data also suggest that HSV-2 R1 inhibits the interaction between 
the TLR3 adaptor TRIF and RIP1, which mediates TRIF-dependent apoptosis induced by 
extracellular poly(I:C) as well as by TRIF overexpression. Therefore, it is reasonable to 
suggest that both interactions (HSV R1/caspase-8 and HSV R1/RIP1) should contribute to 
protect infected cells from apoptosis induced by dsRNA sensors the activation of which has 
been shown to elicit the assembly of signaling complexes that share common proteins such 
as RIP1 and caspase-8 (15, 30, 54). It remains to be determined whether HSV R1s as M45 
inhibit other RIP1 functions in dsRNA-sensors and death receptors signaling pathways 
(37). 
Our search of explanations for cell sensitization to poly(I:C) by ICP6∆-infection 
pointed out to a new physiological role for HSV R1. Indeed, our finding that infection of 
HeLa cells with HSV-1 (KOS and ICP6∆, Fig. 4) and HSV-2 (data not shown) induces a 
rapid decrease in cFLIPS and cFLIPL protein levels suggested that HSV R1 could contribute 
to compensate for the loss of these cellular caspase-8 regulators during HSV infection. 
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Interestingly, preliminary data indicating that ICP6∆-infection could also sensitize HeLa 
cells to Fc:FasL suggested that this viral counterbalance could play a protective role for 
other proapoptotic stimuli involving caspase-8 activation. A recent report showing that 
HSV-1 infection down-regulated cFLIPL and cFLIPS accumulation in several epithelial cell 
lines including HeLa cells (29) and in immature dendritic cells indicated that other viral 
genes such as LAT could also contribute to counterbalance cFLIP loss.  
As in vitro transcribed natural mRNA and RNA released by necrotic cells are potent 
host-derived activator of TLR3 (28) and that TLR3/TRIF signaling pathway signals 
apoptosis in ICP6∆-infected cells, it is tempting to speculate that HSV R1s could protect 
infected cells from TLR3-induced apoptosis triggered by viral dsRNA as well as cellular 
RNA escaping during destruction of the host cell. Other viral proteins could contribute to 
prevent dsRNA-mediated apoptosis. Indeed, HSVs express several inhibitors of the innate 
immune response (e.g. Us11, ICP0, ICP34.5 and vhs) but their ability to modulate dsRNA-
induced apoptosis have not been directly tested (42). Our results indicate that these proteins 
with known antiapoptotic properties do not succeed to impair apoptosis induced by 
transfected and extracellular poly(I:C) during an infection with an HSV R1 null mutant. 
HSV developed a large number of strategies to prevent both alarming and suicidal 
mechanisms of the antiviral response inimical to its replication (18, 42). As a good 
example, HSV R1s are multifunctional proteins that not only supply deoxyribonucleotides 
necessary for viral DNA replication but also exert antiapoptotic activity that protect host 
cells from death receptor-induced apoptosis. This study reveals that HSV R1s also exert a 
protective effect against poly(I:C)-induced caspase-8 activation in HSV-infected cells by 
interacting with RIP1 and caspase-8. Interestingly, this type of viral protection is not 
restricted to HSV since a recent study showed that infection with the classical swine fever 
virus, a positive-sense RNA virus, protects endothelial cells from extracellular poly(I:C)-
mediated apoptosis notably by inhibiting caspase-8 activation (26). Thus, viral inhibition of 
dsRNA-mediated apoptosis could be a strategy used by several viruses to ensure host cell 
survival and therefore efficient replication and spreading. 
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Figure 1 : HSV infection protects HeLa cells against poly(I:C)-induced apoptosis.  
(A) HeLa cells were mock-infected or infected with either HSV-1 strain KOS (HSV-1) or 
HSV-2 strain HG-52 for 8 h before addition of control medium (ctl), CHX, poly(I:C), CHX 
+ poly(I:C) or poly(I:C) transfection [lipo + poly(I:C)]. After 6 h, the percentages of 
apoptotic cells were scored (means ± SE). (B) Cells prepared in (A) were harvested and 
cytoplasmic lysates were tested for caspase-3/7 (Casp-3/7) activity (mean ± SE). (C) HeLa 
cells were mock-infected or infected with either HSV-1 strain KOS (HSV-1) or HSV-2 
strain HG-52 for increasing periods before addition of CHX, CHX + poly(I:C) (10 µg/ml) 
or control medium. The percentages of apoptotic cells were scored 6 h after addition of the 
lethal cocktail (means± SE).  
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Figure 2 : The HSV-1 R1 null mutant ICP6∆ is defective in blocking apoptosis.  
HeLa cells were mock-infected or infected with either HSV-1 KOS (KOS) or HSV-1 
ICP6∆ (ICP6∆) for 8 h before addition of control medium (ctl), CHX, poly(I:C), CHX + 
poly(I:C) or poly(I:C) transfection [lipo + poly(I:C)]. After 6 h, cells were collected and 
cytoplasmic cell lysates were (A) analyzed by immunoblotting for caspase-8 (Casp-8) and 
β-actin protein content and (B) tested for caspase-3/7 (Casp-3/7) activity. The immunoblots 
and caspase activities (mean ± SE, n = 6, **P<0.01) are representative of three independent 
experiments done in duplicate. (C) The levels of c-FLIPL and c-FLIPS isoforms and c-
IAP1/2 decrease following HSV infection. HeLa cells were infected with either HSV-1 
KOS (KOS) or HSV-1 ICP6∆ (ICP6∆). At the indicated times post-infection (hpi) cells 
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were collected and total protein extracts were prepared for analyses by immunoblotting for 
HSV R1, c-IAP1, c-IAP2, c-FLIP, HSV R2, ICP0 and β-actin protein content. The 
immunoblots are representative of two independent experiments done in duplicate.  
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Figure 3 : HSV-1 R1 and HSV-2 R1 inhibit caspase activation induced by poly(I:C).  
HeLa cells were transfected with (A) pLBPF1-GST (pGST) or pLBPF1-GST-R1 (pGST-
HSV-1 R1) or (B) pAdCMV5 (pCMV) or pAdCMV5-R1 (pHSV-2 R1). After 48 h, cells 
were untreated (ctl) or treated with CHX, poly(I:C), CHX + poly(I:C) or transfected with 
poly(I:C) [lipo + poly(I:C)]. As positive control for HSV R1 protection, cells were also 
treated with CHX + TNFα. After 6 h, cells were harvested and cytoplasmic lysates were 
(upper panels) analyzed by immunoblotting for HSV R1, caspase-8 (Casp-8) and β-actin 
protein content and (lower panels) tested for caspase-3/7 (Casp-3/7) activity. Estimating the 
proportion of GFP positive cells on parallel dishes co-transfected with pEGFP C1 gave 
transfection efficiency higher than 80 %. The immunoblots and caspase activities (mean ± 
SE, n = 3, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.01) are representative of three independent 
experiments.  
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Figure 4 : HSV R1 inhibits apoptosis induced by overexpression of TRIF or RIP1.  
(A) HeLa cells were mock-infected or infected with AdTR5CuO (Ad ctl) or AdCMV5R1 
(Ad HSV-2 R1). After 8 h, cells were co-transfected with pEGFP C1 mixed with empty 
vector (EV) or expression plasmids encoding for TRIF-FLAG, TRIF∆C-FLAG or myc-
RIP. The percentages of GFP-positive adherent cells were scored after 24 h. (B) Cells were 
collected and cytoplasmic cell lysates were analyzed for HSV-2 R1, RIP1, caspase-8 
(Casp8), β-actin, myc-tagged and FLAG-tagged protein content. Myc-RIP1C indicates a 
processed form of myc-RIP1. The immunoblots and percentage of GFP-positive adherent 
cells (mean ± SE, n = 3, ***P<0.001) are representative of three independent experiments.  
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Figure 5 : HSV R1s interact with RIP1.  
(A) HSV-1 R1 precipitates with RIP1. HeLa cells were transfected with pLBPF1-GST 
(pGST) or pLBPF1-GST-R1 (pGST-HSV-1 R1) for 48 h. GST-tagged proteins were 
precipitated by GST-pull-down. Precipitates (GST pull-down) and whole cell lysates were 
analyzed for HSV-1 R1, caspase-8 (Casp-8) and RIP1 protein content. (B) HSV-2 R1 co-
immunoprecipitates with RIP1. HeLa cells were infected with AdTR5CuO (Ad ctl) or 
AdCMV5R1 (Ad HSV-2 R1). After 8 h, infected cells were transfected with pcDNA3-
6myc-RIP1 (myc-RIP1) in the presence of Z-VAD-fmk to maintain cell viability for 24 h. 
Myc-tagged proteins were immunoprecipitated with anti-myc antibody. 
Immunoprecipitates (IP: myc) and whole cell lysates (lysates) were analyzed for HSV-2 
R1, FADD and myc-tagged protein content. (C) A large part of the N-terminal, but not the 
C-terminal domain of HSV-2 R1 is dispensable for interaction with RIP1 and caspase-8. 
A549-tTA cells were infected with AdTR5-R1-GFP (Ad R1-GFP), AdTR5-R1(1-834)-GFP 
(Ad R1(1-834)-GFP) or AdTR5-GFP (Ad GFP). After 24 h, cells were harvested and GFP-
tagged proteins were immunoprecipitated using a polyclonal anti-GFP antibody. 
Immunoprecipitates (IP: GFP) and whole cell lysates (lysates) were analyzed for caspase-8 
(Casp-8), RIP1 and GFP-tagged protein content. (D) HSV-1 R1 and HSV-2 R1 co-
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immunoprecipitate with RIP1 in the context of HSV infection. HeLa cells were infected 
with HSV-1 (strain KOS) or HSV-2 (strain HG-52). After 8 h, cells were harvested and 
RIP1 was immunoprecipitated using anti-RIP1 (clone38) antibody. Immunoprecipitates (IP: 
RIP1) and whole cell lysates (lysates) were analyzed for HSV R1s, RIP1 and caspase-8 
(Casp-8) protein content. (E) HSV-2 R1 inhibits the interaction between RIP1 and TRIF. 
HeLa cells were infected with AdTR5CuO (Ad ctl) or AdCMV5R1 (HSV-2 R1) and 8 h 
later, cells were co-transfected with the plasmid encoding myc-RIP1 and the plasmid 
expressing TRIF-FLAG in the presence of Z-VAD-fmk. FLAG-tagged proteins were 
immunoprecipitated with anti-FLAG (M2) monoclonal antibody. Immunoprecipitates (IP: 
FLAG) and whole cell lysates (lysates) protein content were analyzed by immunoblotting 
with the polyclonal anti-R1 serum 168R1, and with anti-RIP1 (G322.2) and anti-FLAG 
(M2) monoclonal antibodies. As precipitation control (ctl), precleared lysates were 
incubated with G-sepharose beads without antibody. The immunoblots are representative of 
at least two experiments done in duplicate. 
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Figure 6 : TRIF silencing inhibits caspase activation induced by extracellular poly(I:C) in 
mock- and ICP6∆-infected cells.  
(A) TRIF siRNA efficiently decreases TRIF expression. HeLa cells were transfected with 
control siRNA (siCTL) or TRIF siRNA (siTRIF) using Lipofectamine 2000 as vehicle 
(lipo). After 48 h, cells were mock-infected or infected with HSV-1 ICP6∆ (ICP6∆). After 
8 h, cells were collected and total protein extracts were prepared for analyses by 
immunoblotting for HSV R1, HSV R2, ICP0, TRIF and β-actin protein content. (B, C) 
Effect of TRIF silencing on caspase activation. HeLa cells were transfected with siRNAs 
and subsequently (B) mock-infected or (C) infected with HSV-1 ICP6∆ (ICP6∆) for 8 h 
before addition of control medium (ctl), CHX, poly(I:C) or CHX + poly(I:C). After 6 h, 
cells were collected and cytoplasmic cell lysates were analyzed by immunoblotting for 
caspase-8 (Casp-8) and β-actin protein content (upper panels), and tested for caspase-3/7 
(Casp-3/7) activity (lower panels). The immunoblots and caspase activities (mean ± SE, n = 
6, ***P<0.001) are representative of three independent experiments done in duplicate. 
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Chapitre 3 :   Discussion et perspectives 
Le but de cette thèse était d’étudier la fonction anti-apoptotique de la R1 d’HSV 
découverte avant le début de mon stage. Les travaux de cette thèse ont montré que la R1 
d’HSV-1 et la R1 d’HSV-2 possèdent une activité anti-apoptotique permettant de protéger 
les cellules épithéliales de l’apoptose induite par le TNFα, le FasL et le poly(I:C) en 
inhibant l’activation de la procaspase-8. La R1 d’HSV-1 joue un rôle essentiel dans 
l’inhibition de l’apoptose induite par le FasL et le poly(I:C). Notre étude du mécanisme de 
la fonction anti-apoptotique a montré que la R1 d’HSV-2 inhibe la dimérisation/activation 
de la procaspase-8 en interagissant constitutivement et directement avec cette caspase 
initiatrice. Nous avons également montré que la R1 d’HSV-1 et la R1 d’HSV-2, en plus 
d’interagir avec la procaspase-8, interagissent constitutivement avec RIP1 lorsqu’elles sont 
exprimées individuellement ou lors d’une infection par les HSV. L’interaction de la R1 
d’HSV avec la procaspase-8 et RIP1 permet d’inhiber l’apoptose induite par les détecteurs 
aux ARNdb. Ces travaux démontrent que la R1 d’HSV constitue un puissant inhibiteur 
viral de la caspase-8 permettant d’assurer la survie de la cellule infectée face aux signaux 
pro-apoptotiques produits aussi bien par la réponse innée que la réponse immune adaptative 
anti-HSV. Par rapport au travail présenté dans cette thèse et aux recherches préalablement 
effectuées dans le laboratoire, nous présenterons quelques perspectives de recherches 
permettant d’étudier à terme l’impact de la fonction anti-apoptotique de la R1 d’HSV dans 
la pathogenèse virale.  
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DISCUSSION : 
La R1 d’HSV-1 et la R1 d’HSV-2 inhibent l’apoptose induite par le TNFα  et le FasL : 
Préalablement à mon arrivée au laboratoire, il avait été proposé que la R1 d’HSV-1 
possèderait une activité anti-apoptotique similaire à celle de la R1 d’HSV-2 puisque les 
cellules infectées avec un virus déficient pour la R1 d’HSV-1 étaient deux fois plus 
sensibles à l’apoptose induite par le TNFα que des cellules infectées avec un virus HSV-1 
sauvage (230). Toutefois, une preuve directe de l’activité anti-apoptotique de la R1 d’HSV-
1 n’avait pas été apportée. Les résultats présentés dans le chapitre 2 montrent que la R1 
d’HSV-1, exprimée individuellement de manière transitoire, tout comme la R1 d’HSV-2, 
inhibe l’apoptose induite par le TNFα et le FasL en bloquant l’activation de la procaspase-8  
(94). Ces résultats confirment les études effectuées dans notre laboratoire ayant établi que 
les domaines protéiques impliqués dans l’activité anti-apoptotique de la R1 d’HSV-2 sont 
conservés chez la R1 d’HSV-1, ces régions présentant 95 % d’identité (49). En revanche, la 
R1 d’EBV, qui présente 35 % d'identité avec la R1 d'HSV et est fonctionnellement active 
en ce qui concerne l’activité ribonucleotide réductase, n'a pas montré d’activité anti-
apoptotique dans les conditions testées dans notre étude (94). Cette absence de protection 
pourrait être expliquée par le fait que la R1 d’EBV, plus courte que la R1 d’HSV, ne 
possède pas de domaine α-cristallin dont l’importance dans la fonction anti-apoptotique de 
la R1 d’HSV-2 a été démontrée (49). Bien que la voie de signalisation du TNFα soit une 
cible privilégiée de nombreux inhibiteurs d’origine virale, il est intéressant de noter que 
jusqu’à présent, seulement trois inhibiteurs de l’apoptose induite par le TNFα ont été 
identifiés dans la famille des virus herpès, il s’agit de la R1 de MCMV (M45), la R1 
d’HSV-1 et la R1 d’HSV-2 (94, 230, 403). 
Étant donné que 50 % des cellules infectées avec le virus HSV-1 ICP6∆ étaient 
résistantes à l’apoptose induite par le TNFα (230), cela suggérait que d’autres protéines 
virales pouvaient contribuer à l’effet protecteur. Étant donné que la délétion du gène codant 
pour vhs (UL41) avait pour effet de diminuer de 30 % l’apoptose induite par le TNFα, il 
avait été suggéré que l’endoribonucléase vhs pourrait jouer un rôle anti-apoptotique en 
diminuant l’expression des récepteurs de mort à la surface des cellules infectées participant 
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ainsi à la résistance au TNFα (230). Une étude publiée en 2006 a montré que l’expression 
protéique du TNFR1 diminue rapidement à la surface et dans les lysats totaux de cellules 
Hep-2 infectées avec HSV-1 ou différents virus HSV-1 mutants (257). En revanche, les 
niveaux de TNFR1 ne diminuent pas lorsque les cellules sont infectées avec le mutant 
∆UL41 (mutant nul pour vhs) (257). Ce groupe a également montré que la demi-vie du 
TNFR1 dans des cellules infectées ou non infectées mais traitées avec de la CHX (100 
µg/ml) est de 30 minutes. Enfin, cette équipe a observé que la disparition du TNFR1 corrèle 
avec celle de l’ARNm du TNFR1 (257). Toutefois cette étude n’a pas démontré l’impact 
fonctionnel de la disparition du TNFR1 dans les cellules Hep-2 infectées avec HSV-1 ou 
traitées avec de la CHX. Nos résultats ont confirmé la rapide diminution de l’expression 
protéique du TNFR1 au cours d’une infection avec HSV-1 (KOS et ICP6∆) et HSV-2 (HG-
52); toutefois, la protéine ne disparaît pas complètement même après 8 h d’infection. En 
prétraitant les cellules avec de la CHX, nous avons mimé la disparition du TNFR1 observée 
durant une infection avec les HSV et démontré qu’une expression même très faible du 
TNFR1 n’affecte pas de manière significative l’apoptose induite par le TNFα (94). Par 
conséquent, la réduction d’expression du TNFR1 contribue peu à la résistance des cellules 
infectées durant les huit premières heures suivant l’infection. Notre étude n’explique pas 
pourquoi les cellules exprimant de faible quantité de TNFR1 sont si sensibles à l’apoptose 
induite par le TNFα mais plusieurs explications sont envisageables. Les faibles niveaux de 
TNFR1 pourraient suffire à induire l’apoptose dans des cellules sensibilisées par la CHX ou 
par l’infection virale. En effet, nos résultats ainsi que ceux d’autres équipes ont montré 
qu’un traitement à la CHX de même qu’une infection par les HSV provoquent une 
diminution de l’expression des isoformes de cFLIP (93, 94, 195, 221). Il est d’ailleurs 
intéressant de signaler que la réduction d’expression protéique de cFLIP lors d’une 
infection avec HSV-1 ne s’effectue pas par un mécanisme affectant les niveaux d’ARNm, 
ce qui suggère que l’endoribonucléase vhs n’est pas responsable de la disparition de cFLIP 
(195). De plus, l’existence d’un troisième récepteur au TNFα pourrait contribuer à 
expliquer nos résultats. Cette hypothèse a été avancée pour expliquer que le TNFα puisse 
protéger des souris déficientes pour le TNFR1 et le TNFR2 (TNFR1-/- TNFR2-/-) d’une 
encéphalite causée par une infection avec HSV-1 (263). En se basant sur nos résultats 
montrant que l’expression de Fas, une protéine à longue demi-vie (296), n’est pas affectée 
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durant une infection HSV, nous avons été capables de montrer que la R1 d’HSV-1 joue un 
rôle prépondérant dans la protection des cellules épithéliales infectées avec HSV-1 contre 
l’apoptose induite par le FasL. Il est important de rappeler que nos expériences avec le 
FasL trimérisé (Fc :FasL) ont été réalisées sans CHX ce qui exclue le biais relatif à 
l’utilisation de cet inhibiteur de synthèse protéique nécessaire pour induire l’apoptose avec 
le TNFα. Toutefois, nos résultats ne montrent pas de différence quant à la capacité de la R1 
d’HSV a protéger les cellules de l’apoptose induite par le FasL ou le TNFα plus CHX ce 
qui suggère que l’inhibition de la synthèse protéique n’a pas d’effet sur le mécanisme anti-
apoptotique de la R1 d’HSV.  
Nos résultats montrent que la protection apportée par une infection avec HSV-1 
KOS contre l'apoptose induite par le FasL est complètement perdue lors d'une infection 
avec le virus déficient pour la R1 d'HSV-1 (ICP6∆). Il a été montré que la traduction des 
protéines virales est inhibée dans des cellules quiescentes infectées avec le virus HSV-1 
ICP6∆; toutefois, l'expression protéique virale n'est pas affectée dans des cellules en 
croissance exponentielle infectée avec un virus déficient pour ICP6 (131, 421). Pour toutes 
nos expériences impliquant le virus HSV-1 ICP6∆, des cellules en croissance exponentielle 
ont été utilisées afin de prévenir l'inhibition de la traduction des ARN viraux observée lors 
de l'infection de cellules quiescentes (421). Nos résultats montrant que l'accumulation de la 
sous-unité R2 et d'ICP0 est équivalente lors d'une infection avec les virus KOS et ICP6∆ 
suggèrent que la synthèse protéique virale n'est pas diminuée lors d'une infection avec le 
virus ICP6∆. Il est donc peu probable que les défauts de propriétés anti-apoptotiques du 
virus ICP6∆ soient attribuables à une perturbation de l'expression protéique virale dans les 
cellules hôtes (notamment des protéines anti-apoptotiques virales telles que vhs ou Us6/gD 
par exemple). Les résultats montrant la disparition rapide du TNFR1 (article 1, Fig. 2a) 
suivant une infection avec le virus HSV-1 ICP6∆ suggèrent que l'endoribonucléase vhs est 
bien présente dans la particule virale infectieuse et qu'elle est exprimée durant l'infection. 
D'autre part, les infections avec le virus ICP6∆ ont été réalisées avec une multiplicité 
d'infection standard; or, il a été montré qu'une haute multiplicité d'infection doit être utilisée 
pour forcer un virus déficient pour Us6/gD à pénétrer dans les cellules (450). Ceci suggère 
que la protéine Us6/gD est exprimée pendant le cycle viral et qu'elle est présente dans la 
particule virale infectieuse ICP6∆. 
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Les voies ERK1/2 et Akt ne sont pas impliquées dans le mécanisme anti-apoptotique 
de la R1 d’HSV-2 : 
Notre approche pour identifier le mécanisme anti-apoptotique de la R1 d’HSV a été 
basée sur les conclusions des précédents travaux effectués dans notre laboratoire montrant 
que la R1 protège les cellules épithéliales de l’apoptose induite par le TNFα en agissant au 
niveau ou en amont de l’activation de la procaspase-8. La R1 d’HSV ne présentant pas de 
similarité avec les protéines virales anti-apoptotiques connues (rev. 117), il nous a fallu 
étudier l’impact de la R1 sur les différentes voies pro- et/ou anti-apoptotiques susceptibles 
d’influencer l’activation de la caspase-8.  
Dans un premier temps, nous avons étudié l’impact de la R1 d’HSV-2 sur les voies 
de signalisation impliquant les protéines kinase ERK1/2 et Akt puisque ces voies 
participent au contrôle de l’apoptose (rev. 227, rev. 306) et qu’il a été montré que 
l’activation de ces kinases confèrent une résistance à l’apoptose induite par le TNFα et 
TRAIL (87, 332). De plus, le groupe d’Aurelian a précédemment montré que la R1 d’HSV-
2 surexprimée de manière constitutive dans des cellules 293 entrainait la phosphorylation 
de ERK1/2 (164) et que cette activation était responsable de l’activité anti-apoptotique de la 
R1 d’HSV-2 (317). Pour ces raisons, l’étude de l’influence de la R1 d’HSV sur les voies 
impliquant ERK1/2 et Akt fut priorisée. Trois résultats présentés dans le chapitre 2 
suggèrent que la R1 d’HSV-2 n’active pas les voies de signalisation MEK/ERK1/2 et PI3-
K/Akt et que ces voies ne sont probablement pas impliquées dans le mécanisme de 
protection. En effet, nous avons montré que l’expression de la R1 d’HSV-2, à un niveau 
suffisant pour conférer une protection contre l’apoptose induite par le TNFα, n’affecte pas 
de manière significative la phosphorylation de ERK1/2 et d’Akt. De plus, l’activation 
transitoire de ces kinases suivant une stimulation au TNFα n’est pas affectée par 
l’expression de la R1 d’HSV-2. Enfin, l’inhibition des voies impliquant ERK1/2 et Akt à 
l’aide d’inhibiteurs biochimiques spécifiques ne perturbe pas la capacité de la R1 d’HSV-2 
à inhiber l’apoptose induite par le TNFα. Nos résultats contredisent ceux obtenus par le 
groupe d’Aurelian montrant une augmentation de la phosphorylation de ERK1/2 dans des 
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cellules 293 et PC12 exprimant de manière constitutive la R1 d’HSV-2 par rapport aux 
cellules contrôles non transfectées (164, 420). Nos résultats ont été principalement obtenus 
en utilisant la lignée A549-tTA-HSV-R1-GFP, développée au laboratoire (49), qui exprime 
de manière inductible la R1 d’HSV-2 couplée à la GFP. De plus, nous avons également 
observé que l’expression de la R1 d’HSV-2 n’induit pas la phosphorylation de ERK1/2 
dans les cellules 293-rtTA-HSV-2-R1 qui expriment également de manière inductible la R1 
d’HSV-2. Nous pensons donc que ces résultats divergents ne sont probablement pas 
explicables par l’utilisation de lignées cellulaires différentes. L’absence de phosphorylation 
de ERK1/2 suivant l’induction de l’expression de la R1 d’HSV-2 dans les 293-rtTA-HSV-
2-R1 suggère que la phosphorylation de ERK1/2 observée par le groupe d’Aurelian dans 
des cellules 293 exprimant de manière stable la R1 d’HSV-2 pourrait être la conséquence 
d’une variation clonale. En effet, il a déjà été constaté que l’établissement de lignée 
cellulaire peut entrainer une activation constitutive de ERK1/2 dans certaines lignées et pas 
dans d’autres (150). L’hypothèse d’une variation clonale induite par la surexpression 
constitutive de la R1 d’HSV-2 expliquerait également pourquoi divers mécanismes anti-
apoptotiques ont été proposés par ce groupe. En effet, dépendamment des articles voir 
même des clones analysés au sein d’une même étude, l’activation de la voie ERK1/2 par la 
R1 d’HSV-2 exprimée constitutivement fut rapportée comme ayant des conséquences 
diverses : surexpression des protéines anti-apoptotiques Bag-1 (Bcl-2 associated 
athanogene 1) et XIAP, stabilisation de Bcl-2 et diminution de l’expression de 
Smac/DIABLO (316, 420). Alors que ce groupe soutient depuis des années que c’est le 
domaine PK qui confère à la R1 d’HSV-2 sa fonction anti-apoptotique en activant ERK1/2, 
deux articles ont clairement démontré que ni la R1 d’HSV-1 ni la R1 d’HSV-2 ne 
possèdent une activité kinase intrinsèque (72, 232) et la présente étude suggère que le 
mécanisme anti-apoptotique de la R1 d’HSV-2 n’implique pas l’activation des voies 
MEK/ERK1/2 et PI3K/Akt. 
La R1 d’HSV-2 n’affecte pas la stabilité et l’accumulation de protéines clés impliquées 
dans le contrôle de l’apoptose induite par les récepteurs de mort : 
Certaines protéines anti-apoptotiques virales contrôlent l’apoptose en jouant sur 
l’expression ou la stabilité de protéines impliquées dans la voie des récepteurs de mort 
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(116). Par exemple, les protéines du « core » d’HCV et IE2 de HCMV exercent une activité 
anti-apoptotique en stimulant l’expression de cFLIP (60, 347). Le mécanisme de l’activité 
anti-apoptotique de la R1 d’HSV-2 est différent de celui de ces protéines virales puisque la 
R1 d’HSV-2 n’augmente ni l’expression ni la stabilité des isoformes cFLIPL et cFLIPS. De 
plus, la R1 d’HSV-2 n’affecte ni l’expression ni la stabilité de protéines clés impliquées 
dans les complexes de mort assemblés suite à la stimulation du TNFR1 ou de Fas (TNFR1, 
Fas, TRADD, RIP1, FADD, procaspase-8). La R1 d’HSV-2 n’active pas de manière 
constitutive les voies NF-κB et JNK indiquant que la R1 d’HSV-2 diffère de la protéine 
vFLIP/ORFK13 d’HHV8 qui stimule de manière constitutive la voie NF-κB en 
interagissant avec IKKγ (16). De plus, nos résultats suggèrent que la R1 d’HSV-2 n’a pas 
d’impact sur la formation du complexe I induite par le TNFα puisque l’assemblage du 
complexe I est requis pour induire la phosphorylation de NF-κB p65, JNK et ERK1/2; or, 
celle-ci n’est pas affectée par la R1 d’HSV-2 (Fig. 1). 
La R1 d’HSV-1 et la R1 d’HSV-2 interagissent avec la procaspase-8 de manière à 
inhiber sa dimérisation et donc son activation : 
Puisque la R1 d’HSV inhibe à la fois l’apoptose induite par le DISC (voie Fas) et 
par le complexe II (voie TNFR1), nous avons émis l’hypothèse que la R1 pouvait interagir 
avec la procaspase-8 de manière à inhiber son activation par ces deux types de complexe de 
mort. Cette hypothèse avait été suggérée par nos expériences de chromatographie 
d’exclusion ayant montré que la procaspase-8 et la R1 d’HSV-2 éluent constitutivement 
dans des fractions de haut poids moléculaire (Dufour F., Chabaud S., Langelier Y. données 
non publiées). Nos expériences d’interaction menées à l’aide de techniques 
d’immunoprecipitation et de GST pull-down ont démontré que la R1 d’HSV-1 et la R1 
d’HSV-2 interagissent de manière constitutive avec la procaspase-8 quand elles sont 
exprimées individuellement ou en association avec les autres protéines virales lors d’une 
infection (94). L’interaction de la R1 d’HSV-2 avec la procaspase-8 est indispensable à la 
fonction anti-apoptotique puisque le mutant de délétion R1(1-834)-GFP et la R1 d’EBV, 
qui ne possèdent pas d’activité anti-apoptotique contre le TNFα, n’interagissent pas avec la 
procaspase-8.  
  
140 
 
Nous avons complété notre étude de l’interaction entre la R1 d’HSV-2 et la 
procaspase-8 en utilisant des mutants de délétion de la caspase-8. Ceci nous a permis de 
conclure que la R1 d’HSV-2 interagit avec le prodomaine de la caspase-8, contenant deux 
DED en tandem (caspase-8 DED-AB), mais qu’elle n’interagit pas avec le domaine 
caspase. De plus, nos expériences d’interaction in vitro à l’aide de protéines purifiées ont 
montré que l’interaction de la R1 d’HSV-2 avec la procaspase-8 et la caspase-8 DED-AB 
est directe et ne requière par de modifications post-traductionnelles spécifiques aux cellules 
de mammifères puisque les protéines purifiées ont été produites en bactérie. Nous n’avons 
pas démontré que la R1 d’HSV-1 interagit directement avec la procaspase-8. Toutefois, il 
est envisageable que la R1 d’HSV-1 interagisse directement avec la procaspase-8 puisque  
les domaines protéiques impliqués dans l’activité anti-apoptotique de la R1 d’HSV-2 sont 
conservés chez la R1 d’HSV-1 (95 % d’identité) et que nos résultats ont montré que la R1 
d'HSV-1 possède une activité anti-apoptotique (49, 94).  
La dimérisation de la procaspase-8 est indispensable à l’activation de cette caspase 
initiatrice (163). Nous avons donc émis l’hypothèse que l’interaction de la R1 d’HSV avec 
la caspase-8 pouvait inhiber la dimérisation/activation de la procaspase-8. L’un des moyens 
de tester cette hypothèse consistait à surexprimer dans des cellules humaines la procaspase-
8 couplée à la GFP ce qui provoquerait la dimérisation/activation du zymogène surexprimé 
et donc l’apoptose (106). Nos résultats montrent que la R1 d’HSV-2 inhibe l’apoptose et 
donc la dimérisation/activation induite par la surexpression de procaspase-8 GFP. Dans une 
situation où l’apoptose est induite par le FasL, le TNFα ou le poly(I:C), ce sont les 
complexes de mort qui induisent la dimérisation/activation de la caspase-8 via FADD. 
Nous avons donc émis l’hypothèse que la R1 d’HSV-2 exerçait son activité anti-
apoptotique en inhibant l’interaction entre FADD et la procaspase-8. Ce type de mécanisme 
est notamment employé par la protéine E6 d’HPV16 (grande isoforme) qui inhibe 
l’apoptose induite par Fas en interagissant à la fois avec la procaspase-8 et FADD ce qui 
prévient l’interaction entre ces deux partenaires (109, 110). Toutefois, contrairement à la 
R1 d’HSV, la grande isoforme E6 d’HPV16 accélère la dégradation de la procaspase-8 et 
de FADD (109, 110). Bien que la R1 d’HSV ne présente pas de similarité avec E6 
d’HPV16, il était important de vérifier si la R1 pouvait inhiber l’apoptose induite par les 
récepteurs de mort en interagissant avec FADD. Toutefois, nos expériences 
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d’immunoprécipitation et de GST pull-down n’ont pas permis de mettre en évidence une 
interaction de la R1 d’HSV-1 ou de la R1 d’HSV-2 avec FADD endogène ou surexprimé. 
En revanche, nous avons montré que la R1 d’HSV-2 inhibe l’interaction entre FADD 
endogène et la procaspase-8 surexprimée confirmant notre hypothèse selon laquelle 
l’interaction de la R1 d’HSV-2 avec la procaspase-8 inhibe l’interaction de cette dernière 
avec FADD (Fig. 1).  
La R1 d’HSV interagit avec RIP1 : 
C’est à la suite de la publication en 2008 de deux articles montrant l’interaction de 
M45 (R1 de MCMV) avec RIP1 que nous avons testé l’interaction de la R1 d’HSV avec cet 
adaptateur (265, 403). Par immunoprecipitation et GST pull-down, nous avons démontré 
que la R1 d’HSV-1 et la R1 d’HSV-2 interagissent de manière constitutive avec RIP1 
quand les deux R1 sont exprimés individuellement ou en présence d’autres protéines virales 
lors d’une infection par les HSV (93). Ces techniques ne permettant pas de déterminer si 
l'interaction entre la R1 d'HSV et RIP1 est directe ou indirecte, de futures études 
d'interaction in vitro devront être menées afin de répondre à cette question. Nous avons 
cherché à définir le site d’interaction et montré que le mutant de délétion R1(1-834)-GFP, 
dénué d’activité anti-apoptotique contre le TNFα (49), n’interagit ni avec RIP1 ni avec la 
procaspase-8. Des alignements de séquences ont mis en évidence dans la R1 d’HSV-2 
(entre les résidus 55 et 76) un motif similaire au RHIM de M45 qui serait impliqué dans 
l’interaction avec RIP1 (246). Toutefois, nos résultats suggèrent que ce motif ne serait pas 
impliqué dans l’interaction puisque le mutant de délétion R1∆(2-239)-GFP, présentant une 
activité anti-apoptotique contre le TNFα (49), interagit à la fois avec RIP1 et la procaspase-
8. Ces résultats concordent avec la cartographie des sites de la R1 d’HSV-2 effectuées 
précédemment en utilisant le TNFα comme inducteur d’apoptose (49) et montrent que 
l’activité anti-apoptotique de la R1 d’HSV-2 corrèle avec sa capacité à interagir avec RIP1 
et la procaspase-8. De plus, l’interaction de RIP1 surexprimée avec FADD endogène n’est 
pas inhibée par la R1 d’HSV-2 suggérant que le DD de RIP1 est accessible même lorsque 
la R1 d’HSV interagit avec RIP1. Ce résultat soutient la conclusion selon laquelle la R1 
d’HSV n’inhibe pas l’assemblage du complexe I induit par le TNFα puisque celui-ci 
nécessite l’interaction du DD de RIP1 avec le DD de TRADD; or, les DD doivent être 
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libres pour interagir (101). Par conséquent, l’interaction de la R1 d’HSV avec RIP1 n’est 
probablement pas impliquée dans le mécanisme de protection contre le TNFα et le FasL ; 
en revanche, l’interaction entre la R1 d’HSV et la procaspase-8 joue certainement un rôle 
prépondérant dans l’inhibition de la dimérisation/activation de la procaspase-8 au niveau de 
FADD recruté dans les complexes II et le DISC (Fig. 1).  
La R1 d’HSV-1 et la R1 d’HSV-2 inhibent l’apoptose induite par les ARNdb : 
Ayant démontré que la R1 d’HSV inhibe l’activation de la procaspase-8 induite par 
la voie des récepteurs de mort (TNFR1 et Fas), nous avons émis l’hypothèse que la R1 
d’HSV pourrait protéger les cellules infectées d’autres stimuli pro-apoptotiques impliquant 
l’activation de la caspase-8. Nous avons focalisé notre attention sur les ARNdb suite à la 
publication de plusieurs travaux ayant démontré que la caspase-8 est activée par le 
poly(I:C) transfecté dans les HeLa (123, 168, 169). Par la suite, il a été montré que la voie 
du TLR3 induit l’apoptose via l’activation de la caspase-8 (425) et que les RLR, MDA5 et 
RIG-I, activent la caspase-8 (392). Sachant que les cellules infectées par les HSV 
produisent des ARNdb (176, 426), nous avons vérifié si une infection pouvait protéger les 
cellules hôtes de l’apoptose induite par le poly(I:C) et si la R1 d’HSV pouvait inhiber 
l’activation de la caspase-8 consécutive à un traitement avec du poly(I:C). De nombreux 
articles ont mis en évidence la capacité des cellules infectées avec HSV-1 ou HSV-2 à 
résister à l’apoptose induite par le virus lui-même ou par des stimuli extrinsèques (rev. 
134). Notre étude montre pour la première fois qu’une infection avec HSV-1 ou HSV-2 
protège les cellules HeLa de l’apoptose induite par la transfection de poly(I:C) ou par un 
traitement avec du poly(I:C) extracellulaire utilisé en combinaison avec de la CHX. Nous 
avons observé que la protection contre le poly(I:C) apparaît selon une cinétique corrélant 
avec l’accumulation de protéines encodées par des gènes viraux IE et E et notamment avec 
l’accumulation de la R1 d’HSV. En infectant les HeLa avec les virus HSV-1 KOS et 
ICP6∆, nous avons démontré que la R1 d’HSV-1 joue un rôle essentiel dans l’inhibition de 
l’apoptose et de l’activation de la caspase-8 induite par le poly(I:C).  
La capacité des HSV à bloquer la réponse immune innée antivirale induite par 
l’infection et le poly(I:C) a été massivement étudiée et il est étonnant que personne n’ait 
décrit la capacité des HSV voir d’autres virus à protéger les cellules infectées vis à vis de 
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l’apoptose induite par le poly(I:C). Pendant la rédaction du manuscrit du second article, une 
étude est parue montrant qu’une infection avec le CSFV (classical swine fever virus), un 
virus à ARNdb à polarité positive, protège les cellules endothéliales porcines de l’apoptose 
induite par le poly(I:C) extracellulaire en inhibant l’activation de la caspase-8 ainsi que la 
voie apoptotique mitochondriale (180). Ceci suggère que l’inhibition de l’apoptose induite 
par les ARNdb pourrait constituer une stratégie utilisée par plusieurs virus pour permettre 
la survie de la cellule hôte favorisant ainsi leur réplication. 
Les cellules HeLa sont considérées comme une lignée sensible au poly(I:C) puisque 
la transfection de poly(I:C) induit une apoptose efficace, rapide (activation de la caspase-8 
dès 2 h de traitement et ≈ 80 % de cellules en apoptose après 6 h) et indépendante de l’IFN 
et de la synthèse protéique de novo (168). Bien que les HeLa soient sensibles aux ARNdb, 
le poly(I:C) extracellulaire utilisé seul induit une très faible activation de la caspase-8 après 
6 h de traitement (93) et moins de 10 % des cellules traitées présentent une morphologie de 
type apoptotique après 24 h d’exposition au poly(I:C) (Dufour F. et Langelier Y., résultats 
non publiés). En revanche, la CHX en inhibant l’expression de cFLIP sensibilise les HeLa à 
l’apoptose induite par le poly(I:C) extracellulaire. Toutefois, nous avons été surpris 
d’observer que la délétion de la R1 d’HSV-1 entraîne une si grande sensibilité des cellules 
infectées avec ICP6∆ envers les traitements au poly(I:C) et notamment vis à vis du 
poly(I:C) extracellulaire utilisé en absence de CHX. La sensibilité des HeLa au poly(I:C) 
extracellulaire étant décuplée en présence de CHX, nous avons émis l’hypothèse qu’une 
infection avec les HSV pouvait diminuer l’expression d’inhibiteurs cellulaires de la 
caspase-8 notamment cFLIP. En effet, nous avons montré que l’infection de HeLa avec 
HSV-1 (KOS et ICP6∆), de même qu’avec HSV-2 (Dufour F. et Langelier Y., résultats non 
publiés), entraine une rapide disparition de cFLIP (cFLIPL et cFLIPS) ce qui est en accord 
avec les observations décrites dans l’étude de Kather et al effectuée avec HSV-1 (195). De 
plus, nos résultats montrent que l’expression de cIAP1 et cIAP2, deux autres régulateurs de 
l’activation de la caspase-8 impliqués dans la voie des récepteurs de mort et du TLR3 (112, 
113, 408, 415), est diminuée dans une moindre mesure plus tard durant l’infection 
suggérant que la disparition de cIAP1/2 pourrait également contribuée à la sensibilisation 
des cellules infectées avec ICP6∆ vis à vis des stimuli activant la caspase-8. De manière 
concomitante à la disparition des inhibiteurs cellulaires de la caspase-8, la R1 d’HSV 
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s’accumule dans les cellules infectées. Ces observations suggèrent que la R1 d’HSV agit 
comme un inhibiteur viral de la caspase-8 pour pallier à la disparition des inhibiteurs 
cellulaires de l’activation de la capsase-8 notamment cFLIP (Fig. 1).  
Deux études ont démontré que le poly(I:C) transfecté induit l’apoptose des cellules 
HeLa via l’activation de la caspase-8 (168, 169). De plus, de récentes études réalisées avec 
des lignées de kératinocytes et des cellules dérivées de mélanome ont démontré que le 
poly(I:C) extracellulaire, utilisé en combinaison avec la CHX ou un SMAC mimétique, 
induit l’apoptose par une voie impliquant le TLR3, TRIF et la caspase-8 (179, 425). 
Toutefois, on peut se demander par quelle voie le poly(I:C) extracellulaire induit-il 
l’apoptose des cellules HeLa ? Nous avons observé que le poly(I:C) transfecté ou le 
poly(I:C) extracellulaire plus CHX active la caspase-8 dans les HeLa. De plus, nos 
expériences effectuées avec un siRNA inhibant l’expression de TRIF confirment que le 
poly(I:C) extracellulaire induit l’activation de la caspase-8 dans les HeLa via TRIF 
suggérant que c’est bien la voie du TLR3 qui est activée. Il a été montré que le TLR3 et les 
RLR, MDA5 et RIGI-I, peuvent induire l’apoptose via la voie mitochondriale notamment 
en induisant l’expression de Bcl-2 pro-apoptotiques comme Noxa dans des cellules qui 
peuvent être considérées comme peu sensibles au poly(I:C) (30, 385). Dans les HeLa, nous 
avons montré que l’apoptose induite par le poly(I:C) extracellulaire plus CHX est rapide (≈ 
90 % des cellules présentent une morphologie apoptotique après 6 h de traitement) et ne 
nécessite pas de synthèse protéique de novo. Ce résultat suggère que la surexpression des 
Bcl-2 pro-apoptotiques, même si elle est éventuellement stimulée, n’est probablement pas 
impliquée dans le déclenchement de l’apoptose suivant un traitement avec du poly(I:C) plus 
CHX puisque dans ce cas la synthèse protéique est inhibée. D’autre part, une précédente 
étude a montré que si la voie mitochondriale peut être engagée suivant la transfection du 
poly(I:C) dans les HeLa, c’est l’activation de la caspase-8 par un complexe impliquant 
TRADD, FADD et la caspase-8 qui est l’évènement déclencheur de l’apoptose (168). Notre 
étude ne permet pas d’exclure l’implication de la voie mitochondriale dans l’apoptose 
induite par le poly(I:C) extracellulaire plus CHX ou le poly(I:C) transfecté. Toutefois, si le 
poly(I:C) induisait l’activation de la caspase-8 via la caspase-3 activée par la voie 
mitochondriale, la R1 d’HSV ne pourrait pas l’inhiber. En effet, la R1 d’HSV n’inhibe pas 
l’activation de la caspase-8 induite par : i, divers agents induisant la voie mitochondriale 
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(surexpression de bax, etoposide, etc) ; ii, les caspases-8 et -3 actives in vitro ; iii, et la 
staurosporine laquelle stimule l’activation de la caspase-8 par une voie dépendante de la 
caspase-3 (230). Comme nos résultats montrent que la R1 d’HSV inhibe à la fois l’apoptose 
et l’activation de la caspase-8 induite par le poly(I:C) transfecté et le poly(I:C) 
extracellulaire, la voie mitochondriale, même si elle est induite, doit jouer un rôle mineur 
dans l’apoptose engendrée rapidement par le poly(I:C) dans les HeLa. 
Rôle de l’interaction de la R1 d’HSV avec RIP1 et la procaspase-8 dans l’inhibition de 
l’apoptose induite par les ARNdb : 
La R1 d’HSV bloque l’activation de la caspase-8 consécutive à la transfection de 
poly(I:C), laquelle stimule les récepteurs cytosoliques aux ARNdb. L’un d’eux, PKR, 
participe à la détection cytosolique du poly(I:C) et à la réponse innée antivirale. En effet, 
l’activation de PKR conduit à la phosphorylation du facteur de traduction eIF2α ce qui 
bloque la traduction protéique et donc limite la réplication virale. De plus, l’inhibition du 
facteur eIF2α par PKR induit l’apoptose par blocage de la traduction (91, 122, 360, 378). 
L’apoptose induite par PKR implique également l’activation de la procaspase-8 par FADD 
au sein d’un complexe dont toutes les composantes n’ont pas encore été identifiées (18, 
123). Dans les HeLa, la transfection de poly(I:C) active PKR et induit l’apoptose via 
l’activation de la caspase-8 (168, 169, 272). Nos résultats suggèrent que la R1 d’HSV 
constitue un inhibiteur de l’activation de la caspase-8 consécutive à la stimulation de PKR. 
La R1 d’HSV s’ajoute donc à la liste des inhibiteurs de la voie induite par PKR contenant 
déjà Us11 et ICPγ134.5 dont le rôle consiste essentiellement à maintenir la traduction en 
déphosphorylant eIF2α (47, 65, 153, 208, 322). Dans les HeLa, le poly(I:C) transfectée 
induit l’apoptose non seulement via PKR mais également par l’intermédiaire d’IPS1, 
l’adaptateur de RIG-I et MDA5 (272). Il a été montré que MDA5 et RIG-I activent la 
caspase-8 par une voie dépendante de FADD (392) et qu’IPS1 surexprimé interagit avec la 
procaspase-8 (255). Toutefois, le rôle de l’activation de la caspase-8 dans l’apoptose induite 
par les RLR n’a pas été étudié spécifiquement et une étude a montré que les RLR induisent 
l’apoptose par la voie mitochondriale dans des cellules tumorales issues de mélanomes 
(30). L’ensemble de nos résultats nous permet d’envisager que l’interaction de la R1 
d’HSV avec la procaspase-8 inhibe la dimérisation/activation de la caspase-8 induite par 
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PKR et les RLR (Fig. 1). De plus amples études seront nécessaires pour caractériser 
l’apoptose induite par les détecteurs cytosoliques d’ARNdb et donc l’impact de la R1 
d’HSV sur ces voies. L'impact de l'interaction de la R1 d'HSV avec RIP1 dans la voie des 
RLR et de PKR devra également être investiguée. 
Le TLR3 est impliqué dans la réponse immune innée anti-HSV-1 et joue un rôle 
prépondérant dans la limitation de l’infection au niveau du système nerveux central (447). 
Même si les ARNdb s’accumulent à l’intérieur des cellules infectées, le cycle lytique 
aboutit inévitablement à la lyse de la cellule hôte permettant ainsi la libération des ARNdb 
dans le milieu extracellulaire. De plus, il a été montré que les ARN cellulaires libérés lors 
de la nécrose sont capables d’induire le TLR3 suggérant que ceux relâchés durant la lyse 
pourraient également stimuler ce récepteur (190, 191). Non seulement le TLR3 signale 
l’immunité innée antivirale mais il déclenche également l’apoptose via une voie impliquant 
TRIF, RIP1, FADD et la caspase-8 (147, 425). L'interaction directe et constitutive de la R1 
d'HSV avec la procaspase-8 inhibe l'apoptose induite par le TLR3 (Fig. 1). Toutefois, deux 
résultats suggèrent que la R1 d’HSV-2 inhibe la voie du TLR3 en interagissant également 
avec RIP1. Pour transmettre un signal pro-apoptotique TRIF doit absolument interagir via 
son domaine RHIM avec RIP1 (147, 186); or, nous avons montré que la R1 d’HSV-2 
inhibe à la fois l’apoptose induite par la surexpression de TRIF et l’interaction entre RIP1 
et TRIF surexprimés. Ces résultats suggèrent donc que la R1 d’HSV-2, probablement en 
interagissant avec RIP1, inhiberait l’interaction de TRIF avec RIP1 prévenant ainsi le 
recrutement subséquent de FADD et par conséquent l’activation de la procaspase-8 (Fig. 
1).  
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Figure 1 : Modèle d'inhibition de l'activation de la caspase-8 par la R1 d'HSV. 
Le FasL et le TNFα produits par la réponse immune anti-HSV activent les récepteurs Fas et 
TNRF1 qui déclenchent l'assemblage des complexes de mort. Le Fas induit la formation du 
DISC. Le TNFR1 stimulé déclenche l’assemblage du complexe I dont l’activité n’est pas 
affectée par la R1 d’HSV (activation de NF-κB, JNK et ERK1/2) puis des complexes IIA et 
IIB ayant une activité pro-apoptotique. Les ARNdb produits dès le début de la transcription 
du génome des HSV stimulent les récepteurs intracellulaires aux ARNdb (MDA5, RIG-I et 
PKR) et le TLR3 qui détecte les ARNdb extracellulaires libérés lors de la lyse des cellules 
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infectées. L'infection diminue l'expression des inhibiteurs cellulaires de la caspase-8, cFLIP 
et cIAP1/2, mais la R1 d'HSV agit comme un inhibiteur viral de la procaspase-8. En 
interagissant directement avec la procaspase-8, la R1 d’HSV inhibe le recrutement à 
FADD, la dimérisation et donc l’activation de la procaspase-8 au niveau des différents 
complexes activateur de la caspase-8 qui sont assemblés en réponse à la stimulation du 
TNFR1, Fas, TLR3, RIG-I/MDA5 et PKR. La R1 d’HSV bloque également l’apoptose 
induite par le TLR3 en inhibant l’interaction dépendante des domaines RHIM entre TRIF et 
RIP1 probablement via son interaction avec RIP1. L'interaction entre RIP1 et la R1 d'HSV 
pourrait avoir d’autres rôles encore à préciser (e.g. cette interaction pourrait inhiber la 
formation du complexe IIB et affecter les autres fonctions de RIP1). La R1 d'HSV et 
l'endonucléase virale vhs agissent de concert pour inhiber la voie du TNFR1 puisque cette 
dernière dégrade l'ARNm du TNFR1 ce qui contribue à réduire son expression protéique.  
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PERSPECTIVES : 
Création d’un mutant R1AA-RR+ : 
Afin de faciliter l’étude du rôle de la fonction anti-apoptotique de la R1 d’HSV dans 
la pathogénèse virale, il serait utile de créer une R1 d’HSV mutante déficiente pour la 
fonction anti-apoptotique mais conservant une activité RR (nommée par la suite R1AA-RR+). 
Pour cela, il est nécessaire de déterminer avec précision le ou les domaines impliqués dans 
la fonction anti-apoptotique de la R1 d’HSV. Il est important de signaler que les domaines 
de la R1 d’HSV impliqués dans la protection contre l’apoptose induite par les récepteurs de 
mort et les détecteurs aux ARNdb pourraient être différents. Notamment, il est possible que 
le site d’interaction entre la R1 d’HSV et la procaspase-8 (interaction directe) soit différent 
de celui impliqué dans l’interaction avec RIP1.  
La cartographie de la R1 d’HSV-2 réalisée préalablement par notre laboratoire a 
permis d’identifier à l’aide de mutants de délétion deux régions importantes pour l’activité 
anti-apoptotique contre le TNFα (49). La première région coté N-terminal comprend une 
partie du domaine α-cristallin (région 1 ; acides aminées 319 à 393) et la seconde se situe 
dans le domaine RR coté C-terminal (région 2 : acides aminées 1081 à 1123) (49). Il serait 
intéressant de tester la capacité de ces mutants de délétion à inhiber l’apoptose induite par 
le poly(I:C) et à interagir avec RIP1 afin de déterminer si les régions 1 et 2 sont également 
impliquées dans la protection contre l’apoptose induite par les ARNdb et dans l’interaction 
avec RIP1.  
Afin de déterminer les domaines impliqués dans la protection contre l’apoptose 
induite par les récepteurs de mort et les détecteurs aux ARNdb, il pourrait être judicieux de 
comparer la séquence de la R1 d’HSV-1 et de la R1 d’HSV-2 avec celles de sous-unités R1 
encodées par d’autres virus pouvant potentiellement présenter des propriétés anti-
apoptotiques. Le séquençage du génome de plusieurs virus herpès infectant les singes de la 
famille des cercopithécidés (SA8, herpès-B, HP-2) a montré que la R1 de ces virus 
possèdent une extrémité N-terminale plus courte que celle des HSV car amputée de la 
séquence peu conservée chez les R1 d’HSV située entre les résidus 140 et 310 de la R1 
d’HSV-2 (314, 399, 400). En revanche, ces R1 de virus herpès de cercopithécidés 
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présentent une importante homologie de séquence avec la R1 d’HSV-2 à partir du résidu 
319 de cette dernière, elles pourraient donc posséder une activité anti-apoptotique 
permettant d’inhiber l’apoptose induite par le TNFα, le FasL et le poly(I:C). Nos travaux 
ont démontré que l’interaction de la R1 d’HSV-2 avec la procaspase-8 et RIP1 est 
nécessaire à la protection contre l’apoptose induite par les récepteurs de mort et les 
détecteurs aux ARNdb. Par conséquent, les R1 de virus herpès de cercopithécidés et d’HSV 
pourraient être testées pour leur capacité à interagir avec la procaspase-8 et RIP1. La R1 
d'EBV ne présente pas d'identité de séquence avec la région 1 (acides aminées 319 à 393 de 
la R1 d'HSV-2). En revanche, La R1 d'EBV qui possède une activité ribonucléotide 
réductase présente 65 % d'identité avec la région 2 (acides aminées 1081 à 1123 de la R1 
d'HSV-2); cette homologie témoigne de la conservation au cours de l'évolution des 
séquences impliquées dans l'activité ribonucléotide réductase. Bien que notre étude ait 
montré que la R1 d'EBV n'interagit pas avec la procaspase-8, la conservation d'une certaine 
identité de séquence avec la région 2 de la R1 d'HSV-2 suggère qu'il serait important de 
tester si la R1 d'EBV interagit avec RIP1. De même, il serait intéressant de tester si les R1 
d’HCMV et de MCMV (M45) interagissent avec la procaspase-8 en plus de RIP1. Cette 
stratégie consistant à comparer les séquences et les propriétés anti-apoptotiques de la R1 
d’HSV et de différentes R1 virales devrait permettre d’identifier ou de préciser le(s) 
domaine(s) de la R1 d’HSV important(s) pour la fonction anti-apoptotique protégeant de 
l'apoptose induite par les récepteurs de mort et les détecteurs d'ARNdb.  
Bien que la structure cristalline de la R1 d’HSV-2 ne soit pas disponible, sa 
structure tridimensionnelle pourrait être prédite par modélisation informatique. Ceci 
permettrait de s’assurer que les acides aminés à muter sont exposés à la surface de la 
protéine et en dehors du site d’interaction avec la R2 qui n’est pas impliqué dans l’activité 
anti-apoptotique contre le TNFα (49). De plus, l’identification des domaines de la 
procaspase-8 et de RIP1 impliqués dans l’interaction avec la R1 d’HSV-2 pourrait 
également donner des indices vis à vis des résidus à muter sur la protéine virale comme par 
exemple des domaines contenant des acides aminés hydrophobes qui sont souvent 
impliqués dans les interactions protéiques notamment celles impliquant les DED.  
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Les mutants devraient être créés par mutation ponctuelle dirigée plutôt que par 
délétion afin de minimiser les risques d’obtention d’une protéine insoluble. Une stratégie 
par mutation ponctuelle aléatoire pourrait être utilisée comme méthode alternative. Les 
mutants obtenus devraient être systématiquement testés pour vérifier leur expression, leur 
solubilité, leur activité RR, leur capacité à inhiber l’apoptose induite par les récepteurs de 
mort et le poly(I:C), leur capacité à interagir avec la procaspase-8 et/ou RIP1 et leur activité 
chaperonne. Les virus HSV-1 mutant R1AA-RR+ pourront ensuite être produits en utilisant la 
stratégie développée pour créer les mutants HSV-1 hrR3 et ICP6∆ (130, 132). La création 
de mutants R1AA-RR+ fournirait un outil parfaitement adapté pour déterminer l’impact de la 
fonction anti-apoptotique de la R1 d’HSV sur la pathogénèse virale in vitro dans les 
kératinocytes et les neurones ainsi qu’in vivo chez l’animal.  
Caractériser la fonction anti-apoptotique de la R1 d’HSV dans les kératinocytes et les 
neurones : 
Nous avons montré que la R1 d’HSV-1 et la R1 d’HSV-2 exercent une fonction 
anti-apoptotique dans différentes lignées cellulaires épithéliales (HeLa et A549) en 
bloquant l’activation de la caspase-8 induite par le TNFα, le FasL et le poly(I:C). Le 
contexte cellulaire peut influencer l’effet des protéines anti-apoptotiques et ce pourrait être 
le cas pour la R1 d’HSV même si l’interaction de la R1 d’HSV avec la procaspase-8 et 
RIP1 est probablement conservée. En effet, le groupe de Jerome a confirmé que la R1 
d’HSV-2 protège les cellules HeLa de l’apoptose induite par le TNFα mais il a également 
montré que l’expression individuelle de la R1 d’HSV-2 et qu’une infection avec HSV-2 
induit l’apoptose dans les cellules Jurkat (146). D’autre part, le groupe d’Aurelian a montré 
que la R1 d’HSV-2 mais pas la R1 d’HSV-1 bloque l’apoptose induite par la réplication 
virale dans les neurones hippocampaux (316). Il serait donc important de vérifier si la 
fonction anti-apoptotique de la R1 d’HSV protège les kératinocytes et/ou les neurones de 
l’apoptose induite par des stimuli pro-apoptotiques extrinsèques [TNFα, FasL et poly(I:C)].  
Étant donné l’extrême sensibilité des cellules HeLa infectées avec ICP6∆ vis à vis 
de l’apoptose induite par le poly(I:C), il est étonnant de constater que l’infection avec le 
mutant ICP6∆ ne produit pas une apoptose massive des cellules hôtes qui doivent 
  
152 
 
accumuler des ARNdb viraux. De plus, nos résultats montrent que la protéine ICP0 
s’accumule de manière similaire dans les cellules infectées avec KOS ou ICP6∆ suggérant 
que l’ARN d’ICP0 est produit ; or, celui-ci est le principal inducteur de l’apoptose induite 
par la réplication virale (352). Pourtant, lorsque des cellules A549tTa sont infectées 
pendant 24 h, le pourcentage de cellules apoptotiques suivant une infection avec ICP6∆ est 
légèrement supérieur à celui observé lors d’une infection avec KOS suggérant que la R1 
d’HSV pourrait participer à la pathogenèse virale via son activité anti-apoptotique (230). 
Les raisons de ce faible niveau d’apoptose observé lors d’une infection avec ICP6∆ ne sont 
pas connues mais plusieurs explications peuvent être avancées. Tout d’abord, les HSV 
encodent plusieurs protéines anti-apoptotiques (ex : Us5/gJ, Us6/gD, Us3 et vhs) et 
plusieurs protéines capables d’inhiber à différents niveaux la production d’IFN et de 
cytokines inflammatoires induite par la réponse immune innée antivirale (ex : Us11, 
ICPγ34.5, ICP0, ICP27 et vhs) (134, rev. 310). Ces protéines virales multifonctionnelles 
pourraient participer à l’inhibition de l’apoptose induite par les ARNdb. Par exemple, Us11 
interagit avec PKR et inhibe ainsi l’apoptose induite par le blocage de la traduction mais 
Us11 pourrait également inhiber l’activation de la caspase-8 induite par PKR (66, 123, 153, 
329). Toutefois, nos résultats montrent que ces protéines virales n’inhibent pas l’apoptose 
induite par le poly(I:C) transfecté lors d’une infection avec ICP6∆. D’autre part, l’induction 
de l’apoptose lors d’une infection avec ICP6∆ pourrait dépendre du type cellulaire étudié. 
Ceci a déjà été observé avec le MCMV déficient pour M45 (∆M45) dont l’infection induit 
la mort dans les cellules endothéliales et les macrophages mais pas dans les fibroblastes ou 
les hépatocytes (38). De manière similaire au virus ∆M45, le phénotype apoptotique 
d’ICP6∆ pourrait être dépendant du type cellulaire ce qui met en évidence la limite de notre 
étude effectuée essentiellement avec les HeLa et les A549. Il serait très intéressant de tester 
si une infection de kératinocytes et/ou de neurones avec les virus R1 déficients (ICP6∆ et 
hrR3) et R1AA-RR+ induit l’apoptose. En effet, les kératinocytes, notamment la lignée 
HaCat, expriment tous les détecteurs d’ARNdb (TLR3, RIG-I, MDA5 et PKR) et sont très 
sensibles à l’apoptose induite par le poly(I:C) extracellulaire utilisé seul ou transfecté (168, 
189, 425). Plusieurs lignées neuronales (ex : NT2N et BE(2)-C/M) et les neurones 
primaires de rat expriment le TLR3, MDA5 et RIG-I et répondent au poly(I:C) en 
déclenchant une réponse immune innée antivirale (production d’IFN de type 1) (228, 313). 
Par conséquent, le phénotype pro-apoptotique d’une infection avec les virus ICP6∆, hrR3 
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et R1AA-RR+ pourrait être plus important dans ces cellules. De plus, les cellules de rat PC12 
différenciées en neurones pourraient constituer un bon modèle d’étude d’autant que le 
TNFα induit l’apoptose dans ces cellules et que le CrmA, un inhibiteur de caspase encodé 
par le virus de la vaccine, bloque l’apoptose induite par le TNFα dans ces cellules (136, 
284, 376). Caractériser la fonction anti-apoptotique de la R1 d’HSV dans les kératinocytes 
et les neurones permettrait d’étudier l’impact de cette fonction aux cours du cycle lytique 
dans les kératinocytes et au cours de la réactivation dans les neurones.  
Inhibition de la nécrose programmée par la R1 d’HSV : 
L’interaction de la R1 d’HSV-2 avec RIP1 inhibe l’interaction entre TRIF et RIP1 
qui implique leur domaine RHIM respectif. Ce résultat suggère que l’interaction peut 
affecter la liaison de RIP1 avec d’autres protéines possédant un domaine RHIM comme 
RIP3.  La mort cellulaire induite par le TNFR1 s’effectue communément en activant la voie 
apoptotique extrinsèque dans laquelle la caspase-8 joue un rôle essentiel. Toutefois, lorsque 
l’activation de la caspase-8 est bloquée, une voie alternative menant à la mort cellulaire 
nommée nécroptose ou nécrose programmée peut être activée. La nécroptose est 
indépendante des caspases mais dépendante de RIP1 (108) et de RIP3 (62, 154, 445). RIP3 
ne possède pas de DD mais un domaine RHIM qui lui permet d’interagir directement avec 
RIP1 (383). Il a été montré que l’activité kinase et le domaine de RHIM de RIP1 et de RIP3 
sont nécessaires pour l’induction de la nécroptose par le TNFα (62, 154). Lorsque la voie 
nécroptotique est activée par le TNFα, RIP1 est présent dans les deux types de complexe (I 
et II) alors que RIP3 s’associe uniquement au complexe II (62, 154). En activant des 
enzymes clés impliquées dans le métabolisme énergétique, RIP3 stimule la phosphorylation 
oxydative et donc la production de ROS qui induit, au moins partiellement, la mort 
cellulaire par nécroptose (108, 445). Il est intéressant de signaler que l’activation du TLR3 
(par les ARNdb) dans des cellules Jurkat déficientes en caspase-8 ou en FADD induit la 
nécroptose selon un mécanisme dépendant de RIP1 ; le rôle de RIP3 n’a pas été testé dans 
cette étude (188). D’autre part, les travaux de Cho et al ont montré que chez les souris 
déficientes pour RIP3 le virus de la vaccine se réplique plus efficacement et induit une 
létalité plus importante que chez les souris sauvages (62). Ceci suggère que la nécroptose 
pourrait servir à la fois à éliminer les cellules infectées dans lesquelles la voie apoptotique 
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est bloquée et à disséminer dans l’organisme les PAMP viraux stimulant la réponse innée 
antivirale. L’importance de la nécroptose dans la pathogenèse virale a été récemment mis 
en évidence par une étude montrant que M45 inhibe la nécroptose induite par le TNFα 
(265, 403) et par le virus lui-même (403). Cette découverte est d’autant plus intéressante 
que les HSV, comme le MCMV, inhibe efficacement l’apoptose induite par le TNFα, le 
FasL et les ARNdb. La R1 d’HSV inhibant l’induction de l’apoptose et l’activation de la 
caspase-8 par les récepteurs de mort et le TLR3, il est possible que la nécroptose puisse 
prendre le relais pour induire la mort de la cellule infectée. Sachant que la R1 d’HSV 
interagit avec RIP1 et que ceci perturbe les interactions impliquant les domaines RHIM, au 
moins celle entre TRIF et RIP1 dans le cas de la R1 d’HSV-2, il est envisageable que la R1 
d’HSV puisse inhiber la nécroptose en perturbant l’interaction de RIP1 avec RIP3. Dans ce 
cas, la R1 d’HSV jouerait sur un double front en inhibant l’apoptose et la nécroptose via 
son interaction avec la procaspase-8 et RIP1 respectivement. Il serait donc intéressant de 
vérifier dans un premier temps si la R1 d’HSV interagit avec RIP3 puis de tester si la R1 
d’HSV inhibe l’interaction entre RIP1 et RIP3. Les expériences réalisées durant cette thèse 
ont été effectuées essentiellement avec deux lignées d’origine épithéliale (HeLa et A549) 
qui sont insensibles à la nécroptose induite par le TNFα. Pour étudier cette dernière, il 
faudrait utiliser des lignées sensibles telles que les L929, des fibroblastes de souris 
couramment utilisés dans la littérature, ou d’autres cellules telles que les NIH 3T3, les 
Jurkat ou les MEF. Dans ces cellules, la nécroptose peut être induite avec du TNFα seul 
(L929) ou du TNFα combiné avec du z-VAD-fmk ou des SMAC mimétiques (62, 108, 
154). En exprimant de manière transitoire ou inductible la R1 d’HSV dans ces cellules, il 
serait possible de déterminer l’impact de la R1 d’HSV sur la nécroptose induite par le 
TNFα. Le FasL et le poly(I:C) pourraient également être testés puisqu’ils peuvent induire 
la nécroptose (157, 188). D’autre part, le virus ∆M45 induisant une mort cellulaire par 
nécroptose dans les fibroblastes (MEF, fibroblastes NIH 3T3 et 10.1) (265, 404), il serait 
intéressant de tester si une infection avec ICP6∆ ou R1AA-RR+ pourrait également induire la 
nécroptose dans ces fibroblastes et dans les kératinocytes voir dans les neurones. Enfin, il 
serait intéressant de tester une infection avec HSV-1 et le mutant HSV-1 R1AA-RR+ dans les 
souris déficientes pour RIP3 qui contrairement à celles déficientes pour RIP1 sont viables 
(62).  
  
155 
 
Conclusion 
L’importance de l’apoptose en tant que mécanisme de défense antivirale est illustrée 
par le fait qu’un même virus encode généralement plusieurs facteurs anti-apoptotiques 
agissant de manière redondante pour empêcher l’élimination de la cellule hôte et par 
conséquent favoriser la réplication. Par exemple, les CMV encodent plusieurs inhibiteurs 
de l’apoptose dont vICA (inhibiteur de l’activation de la caspase-8), vMIA (inhibiteur de 
Bax) et vIBO (inhibiteur de l’oligomérisation de Bak) (42, 129, 273, 371). Les HSV 
encodent plusieurs protéines anti-apoptotiques : vhs (230, 257), Us5/gJ (177), Us6/gD 
(276), Us3 (28) et la R1 d’HSV.  Même si l’activité de ces protéines semble redondante il 
doit être considéré qu’elles ne sont pas toutes exprimées en même temps lors du cycle viral. 
Par exemple, les protéines Us3, Us6/gD et Us5/gJ sont exprimées tardivement (134). 
D’autre part, la présence de vhs, Us6/gD et Us3 dans la particule virale n’est pas suffisante 
pour inhiber l’apoptose induite par le TNFα ou le poly(I:C) (93, rev. 202, 230). Nos 
travaux passés et ceux présentés dans cette thèse suggèrent que la R1 d’HSV dont 
l’expression est précoce et se maintient à un haut niveau au cours du cycle viral joue un 
rôle essentiel dans la protection des cellules infectées contre l’apoptose induite par divers 
stimuli pro-apoptotiques activant la caspase-8. En interagissant directement avec la 
procaspase-8, la R1 d’HSV inhibe la dimérisation/activation de la procaspase-8 induite par 
le TNFα, FasL, les ARNdb intra et extracellulaires et pourrait ainsi inhiber d’autres stimuli 
activant la caspase-8 (Fig. 1). La R1 d’HSV se comporte comme un inhibiteur viral de la 
caspase-8 palliant ainsi à la disparition des inhibiteurs cellulaires de la caspase-8, 
notamment cFLIP, lors de l’infection. D’autre part, la R1 d’HSV inhibe l’apoptose induite 
par le TLR3 non seulement en bloquant la dimérisation/activation de la procaspase-8 mais 
également en prévenant l’interaction de TRIF avec RIP1, probablement via son interaction 
avec RIP1 (Fig. 1). La R1 d’HSV participe donc à l’inhibition de l’apoptose induite par la 
réponse innée antivirale ainsi que la réponse immune adaptative. Notre étude offre des 
perspectives de recherches qui devront être explorées pour compléter notre compréhension 
de l’activité anti-apoptotique de la R1 d’HSV et notamment déterminer si son inhibition 
pourrait constituer un moyen efficace de lutter contre l’infection.   
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Il y a plus de 200 ans, Charles Robert Darwin publiait la théorie de l’évolution. S’il 
avait connu l’existence des virus, il n’aurait probablement pas été surpris de constater qu’à 
l’image de leur hôte, ils évoluent et acquièrent de nouvelles fonctions facilitant leur 
réplication. François Jacob en conceptualisant la théorie de l’évolution moléculaire a 
complété les théories darwiniennes en décrivant la génération au cours de l’évolution de 
nouvelles protéines ou de nouvelles fonctions à partir de molécules existantes (174). La R1 
d’HSV illustre parfaitement ce concept d’évolution moléculaire. En effet, la R1 d’HSV a 
conservé et modifié l’activité ribonucléotide réductase d’une sous-unité R1 ancestrale ; de 
plus, elle a acquis une fonction de chaperonne moléculaire stimulant entre autre la 
traduction ainsi qu’une activité anti-apoptotique protégeant de l'apoptose induite par divers 
stimuli (48, 230, 421). Les recherches sur la R1 d’HSV soulignent donc l’extraordinaire 
complexité des molécules virales qui exercent généralement plusieurs fonctions différentes 
affectant divers processus cellulaires dans le but de favoriser la réplication. L’étude de ces 
différentes fonctions est non seulement passionnante mais également nécessaire pour 
comprendre les processus complexes intervenant lors d’une infection virale. 
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